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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AC  Aeropyrum pernix 
AP  Aeropyrum camini 
BCA  test bikinhonske kisline (ang. Bicinchoninic Acid Assay) 
Bp  bazni par 
BSA  goveji serumski albumin (ang. Bovine Serum Albumin) 
dH2O   destilirana voda 
GC  bazni par gvanin-citozin 
DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. Deoxyribonucleic Acid) 
GRAS  splošno priznan kot varen (ang. Generally Recognised As Safe) 
NaDS   natrijev dodecil sulfat (ang. Sodium Dodecyl Sulfate) 
NiNTA nikelj- nitrilocenta kislina (ang. Nickel-Nitrilotriacetic Acid) 
OTC  oksitetraciklin 
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza (ang. Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis)  
PCR   verižna reakcija s polimerazo (ang. Polymerase Chain Reagtion)  
TAE   pufer za agarozno gelsko elektroforezo (Tris, ocetna kislina in EDTA)  
TCA  trikloroocetna kislina (ang. Trichloroacetic Acid) 
TEMED tetrametil etilen diamid (ang. Tetramethylethylenediamine) 
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1 UVOD   
  
Streptomicete so po Gramu pozitivne aerobne bakterije, ki spadajo v razred Actinobacteria 
in red Actinomycetales in imajo visoko vsebnost GC baznih parov v DNA (Anderson in 
Wellington, 2001). Zaradi zmožnosti produkcije različnih sekundarnih metabolitov jih 
raziskovalci intenzivno preučujejo. Ekološki pomen produkcije sekundarnih metabolitov še 
ni popolnoma raziskan, verjetno pa igrajo vlogo pri boju za omejena hranila, kjer delujejo 
proti drugim konkurenčnim organizmom (Madigan in sod., 2015). Demain in Fang (2000) 
sta, poleg že omenjene funkcije, opisala tudi vlogo sekundarnih metabolitov pri prenosu 
kovin, pri simbiozi med mikrobom in rastlino, glisto in insektom ali višjo živaljo, lahko pa 
delujejo tudi kot seksualni hormoni ali različni efektorji. Njihove metabolite s pridom 
uporabljamo tudi v medicini in agroživilstvu, saj približno 80 % sekundarnih metabolitov, 
ki jih uporabljamo danes izvira z rodu Streptomyces (de Lima Procópio in sod., 2012). Prav 
produkcija sekundarnih metabolitov je bila vodilo za številne raziskave na področju 
streptomicet in dodelitev GRAS (ang. Generally Recognised As Safe) statusa nekaterim 
vrstam, kar med ostalim streptomicetam odpira možnosti za uporabo kot gostiteljski sev za 
heterologno izražanje proteinov (Binnie in sod., 1997). Bakterija S. rimosus poleg tega še 
hitro raste; raste v kratkih fragmentih; ima visoko učinkovitost transformacije z 
elektroporacijo in učinkovitega izločanja proteinov v gojišče, kar olajša zaključne postopke 
(Carrillo Rincón in sod., 2018). 
Termofilni arheji Aeropyrum pernix in A. camini proizvajata proteazi, ki spadata v skupino 
subtilizinu podobnih proteaz (subtilaz). Proteaza arheje A. pernix se imenuje pernizin, arheje 
A. camini pa caminizin. V celici je sintetizirana kot prekurzor, imenovan preprosubtilizin, 
kjer sta presekvenca in prosekvenca nameščena na N-terminalen del zrelega proteina. 
Presekvenca je signalni peptid, ki je odgovoren za sekrecijo prosubtilizina preko celične 
membrane, prosekvenca pa deluje kot intercelularni šaperon, ki omogoči pravilno zvijanje 
proteina in se avtoproteolitično odstrani iz aktivne oblike encima (Catara in sod., 2003).  
Pernizin je sposoben razgraditi infektivno obliko prionskega proteina PrPSc, ki povzroča 
prenosljive spongiformne encefalopatije – TSE (ang. transmissible spongiform 
encephalopathy). PrPSc je izredno stabilen, saj je odporen proti proteazni razgradnji, 
detergentom, vročini, UV in ionizirajočemu sevanju, kemijskim in fizikalnim 
dekontaminacijskim metodam. Omenjene lastnosti povzročajo številne izzive v medicinski 
in živilski industriji. Potencialno rešitev predstavlja tudi uporaba pernizina, ki je sposoben 
razgradnje PrPSc (Šnajder in sod., 2012).  
Nedavno so Šnajder in sod. (2019) opisali uspešno sintezo rekombinantnega pernizina v 
bakteriji S. rimosus. Kjub temu da je gostiteljski organizem mezofilen, je rekombinanten 
pernizin ohranil lastnosti nativnega encima – visoko aktivnost pri visokih temperaturah (90-
110 °C), sposobnost delovanja v širokem pH območju (4,5-9,1) ter ob prisotnosti številnih 
inhibitorjev in denaturantov (Šnajder in sod., 2015). Primerjava aminokislinskega zaporedja 
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pernizina arheje A. pernix in caminizina arheje A. camini je pokazala, da sta si zelo podobna 
(Uniprot, 2020), po drugi pa med njima še vedno obstajajo razlike v encimski aktivnosti, saj 
arheji živita v nekoliko drugačnih okoljih (Nakagawa, 2004). 
Ker se je bakterija S. rimosus že izkazala kot obetaven gostitelj za izražanje heterolognih 
proteinov smo se odločili, da skušamo z njo izraziti različne proteine kot so granulocitno-
makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (GM-CSF), β-glukuronidzo, preprocaminizin, 
prozaminizin in caminizin, vendar smo se, pred začetkom glavnega dela ekperimentalnega 
dela, zaradi časovnega obsega odločili omejiti na izražanje preprocaminizina, prozaminizina 
in caminizina arheje A. pernix. 
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1.1 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je bilo heterologno izražanje izbranih proteinov – granulocitno-
makrofagne kolonije stimulirajoči faktor (GM-CSF), β-glukuronidzo, preprocaminizin, 
prozaminizin in caminizin - v bakteriji Streptomyces rimosus. Nedavno so v okviru 
raziskovalne skupine uspešno heterologno izrazili encima katehol dioksigenazo bakterije 
Pseudomonas putida in fitazo bakterije E. coli v bakteriji S. rimosus (Carrillo Rincón in sod., 
2018) in termostabilno serinsko proteazo pernizin arheje A. pernix (Šnajder in sod., 2019). 
Vsi omenjeni encimi so ohranili aktivnost, kar je dobra indikacija, da je omenjeni gostitelj 
primerna platforma za izražanje heterolognih proteinov. Zaradi obsežnosti zadanega dela in 
predhodnih izkušenj z izražanjem proteaze pernizin smo se odločili v sklopu magistrskega 
dela izraziti različne oblike njegovega homologa iz arheje A. camini – caminizin, 
procaminizin in preprocaminizin, saj je zaradi podobnosti s pernizinom zanimiv tudi za 
uporabo v industriji. Po drugi strani se caminizin nekoliko razlikuje v aminokislinskem 
zaporedju od pernizina, kar nakazuje možne razlike med homologoma, kar predstavlja 
zanimivo iztočnico za nadaljnje biokemijske študije. 
 
1.2 HIPOTEZE   
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
 Pričakujemo, da bomo uspešno konstruirali primerne vektorje za izražanje ciljnih 
proteinov. 
 Pričakujemo, da bomo ciljne plazmide, ki kodirajo izbrane heterologne proteine 
lahko stabilno integrirali v kromosom bakterije S. rimosus. 
 Pričakujemo, da bomo heterologno sintetizirane proteine lahko vizualizirali s 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE RODU Streptomyces sp. (STREPTOMICETE) 
 
2.1.1 Taksonomija streptomicet 
 
Streptomicete so po Gramu pozitivne aerobne bakterije, ki spadajo v razred Actinobacteria 
in red Actinomycetales in imajo visoko vsebnost GC baznih parov v DNA (69–78 mol %) 
(Anderson in Wellington, 2001). Organizmi v razredu  Actinobacteria  imajo različen način 
življenja, vse od patogenov (npr. Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia, Tropheryma 
in Propionibacterium), v tleh živečih organizmov (Streptomyces), rastlinskih komenzalov 
(Leifsonia), pa do komenzalov gastrointestinalnega trakta (Bifidobacterium) (Ventura in 
sod., 2007), kljub temu pa večina raste v obliki micelija. Glede na sekvenciranje gena za 16S 
rRNA ločimo 39 družin in 130 rodov (Ventura in sod., 2007), med njimi tudi rod 
Streptomyces, ki vsebuje več kot 500 vrst (Madigan in sod., 2015) (slika 1). 
 
Slika 1: Taksonomska uvrstitev bakterije Streptomyces rimosus (Uniprot, 2020). 
 
2.1.2 Morfologija in življenjski krog streptomicet 
 
Stretomicete rastejo v obliki močno razvejanega substratnega ali zračnega micelija (slika 2). 
Substratne hife so običajno premera 0.5–1.0 μm, pogosto nimajo prečnih sten, rastejo na 
koncih hif in so pogosto razvejane. Nastanejo v vegetativni fazi in tvorijo kompleksen tesno 
zvit matriks imenovan substratni micelij. Ko se kolonija postara oblikuje zračni micelij 
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(sporofor), ki se nato razvije v verige spor (konidijev) (Anderson in Wellington, 2001). 
Konidiji se močno razlikujejo od endospor bakterij rodov Bacillus in Clostridium. V 
nasprotju s celično diferenciacijo, ki je nujna za tvorbo endospor, konidiji nastanejo s tvorbo 
prečnih sten več-jedrnih sporoforov, ki jim sledi ločevanje posameznih celic v spore. Razlike 
v obliki in ureditvi zračnega micelija in struktur, ki nosijo spore, spadajo med glavne 
lastnosti, po katerih razlikujemo vrste znotraj rodu Streptomyces (Madigan in sod., 2015). 
Streptomicete se od drugih aktinomicet razlikujejo po sestavi celične stene, ki vsebuje LL-
diaminopomelično kislino in glicin, po drugi strani pa ne vsebuje nekaterih značilnih 
sladkorjev (Anderson in Wellington, 2001). 
 
Življenjski cikel streptomicet se začne s kaljenjem spor, ki zrastejo v vegetativne hife in se, 
nato z dodatno rastjo in razvejanjem, oblikujejo v vegetativni ali substratni micelij. 
Neugodni okoljski pogoji, kot npr. pomankanje hranil, vodijo v tvorbo zračnega micelija, ki 
se naprej razvije v verige spor. Tako se življenjski cikel zaključi in ponovno sledi kaljenje 
spor (Urem in sod., 2016). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz življenjskega kroga streptomicet (Barka in sod., 2016). 
 
2.1.3 Ekologija streptomicet 
 
Steptomicete so filogenetsko izjemno raznolike (Barka in sod., 2016) – večinoma gre za 
talne organizme, čeprav jih najdemo tudi v vodnih okoljih. Najbolj jim odgovarjajo alkalna 
do nevtralna tla, ki so velikokrat dobro presušena, kot so peščene ilovice ali tla, ki prekrivajo 
apnenec (Madigan in sod., 2015). Njihova najpomembnejša vloga v naravi je sproščanje 
ogljika ujetega v netopne organske delce, ki so največkrat rastlinskega ali glivnega izvora. 
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Sposobne so namreč produkcije različnih hidrolitičnih zunajceličnih encimov. Razgrajujejo 
širok spekter hranil, saj hidrolizirajo različne polisaharide (celuloza, hitin, ksilan) in druge 
makromolekule (Barka in sod., 2016).  
Streptomicete so dokaj raziskane zaradi zmožnosti produkcije različnih sekundarnih 
metabolitov, vendar interakcije z drugimi organizmi in ekološki pomen biosinteze 
sekundarnih metabolitov še niso popolnoma znani. Ena izmed hipotez je, da je produkcija 
sekundarnih metabolitov tesno povezna s sporulacijo, ki se zgodi v neugodnih pogojih, in da 
sekundarni metaboliti delujejo v boju za omejena hranila proti streptomicetam 
konkurenčnim organizmom (Madigan in sod., 2015). Demain in Fang (2000) sta, poleg že 
omenjene funkcije, opisala tudi vlogo sekundarnih metabolitov pri prenosu kovin, pri 
simbiozi med mikrobom in rastlino, glisto insektom ali višjo živaljo, lahko pa delujejo tudi 
kot seksualni hormoni ali različni efektorji. 
 
2.1.4 Genom streptomicet 
 
Za genom streptomicet je značilna visoka vsebnost GC baznih parov, navadno več kot 70 
mol % (Ventura in sod., 2007). 8-9 Mb velik streptomicetni kromosom je pogosto linearen, 
in vsebuje »osrednji« del z esencialnimi geni in »roke« z t.i. »adaptivnimi geni«, ki obsegajo 
npr. genske skupine za biosintezo sek. metabolitov in hidrolitičnih encimov , ki lahko 
prenesejo velike delecije v laboratoriju (Hopwood, 2006). Veliko število genov kodira 
encime za sintezo sekundarnih metabolitov, kar prispeva k relativno velikemu genomu 
(Madigan in sod., 2015). 
Kromosom se replicira bidirekcionalno iz oriC, vendar pa se streptomicete zaradi 
filamentozne rasti, spopadajo s številnimi izzivi koordinacije replikacije kromosoma in 
formacije sept. V vegetativni hifi novonastali razdelek vsebuje ducat genomov, zato ni 
potrebna natančna koordinacija. V zračnem miceliju pa nastajajo spore, ki vsebujejo en sam 
genom, zato je potrebna zelo natančna formacija sept in ločevanje kromosomov (Hopwood, 
2006). 
Poleg kromosoma v streptomicetah pogosto najdemo še plazmide in bakteriofage. Plazmidi 
se razlikujejo po velikosti in številu kopij, lahko so linearni ali krožni in so velikokrat 
konjugativni. Znano je, da določeni plazmidi nosijo gene za biosintezo sekundarnih 
metabolitov, ostale fenotipske lastnosti pa so slabo raziskane. Poleg tega so prisotni tudi 
bakteriofagi, ki imajo lahko lizogen status in povečajo občutljivost za okužbo med 
fermentacijo ali pa v obliki profagov, ki lahko potencialno vplivajo na donos antibiotika 
(Petkovic in sod., 2006). 
Za streptomicete je značilna visoka nestabilnost genoma. Nestabilnost je vezana predvsem 
na sposobnost ohranjanja posameznih skupin genov, katerih stabilnost je vezana na 
posamezno vrsto. Karakteristike, ki so pogosto prizadete vključujejo produkcijo 
7 
Ravnik Z. Izražanje heterolognih proteinov v industrijskem gostitelju Streptomyces sp. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
antibiotikov, odpornost proti antibiotikom, sporulacijo, obarvanost in morfologijo kolonij 
(Petkovic in sod., 2006). 
 
2.1.5 Metabolizem streptomicet 
 
Primarni metabolizem streptomicet močno odseva okolje v katerem živijo. Gre namreč za 
oligotrofno okolje, kjer so prisotni številni različni ogljikovi hidrati, medtem ko aminokislin 
primanjkuje. Tako metabolizem streptomicet obsega več katabolnih poti za razgradnjo 
ogljikovih hidratov in je reguliran s strani specifičnih in globalnih regulatornih sistemov, kot 
na primer represijo z glukozo. Le-ta je v streptomicetah nekoliko drugačna kot v drugih 
bakterijah, saj streptomicete v okolje izločajo hidrolitične encime, ki razgradijo hranila. Ti 
encimski kompleksi so pogosto inducirani z induktorji, ki nimajo strukturne povezave s 
substratom ali produktom tega določenega encima v kompleksu (npr. produkt razgradnje 
ksilana lahko inducira produkcijo celulaz). Po drugi strani pa je v tleh prisotnih zelo malo 
dušikovih katabolitov, kar se odraža tudi v kontroli aminokislinskega katabolizma. 
Prisotnost aminokislin inducira približno polovico katabolnih poti, polovica pa je 
konstitutivnih (Hodgson, 2000).  
Iz biotehnološkega vidika je najbolj zanimiva lastnost streptomicet sposobnost produkcije 
bioaktivnih sekundarnih metabolitov, kot so antibiotiki ter protiglivne, protivirusne, 
imunosupresivne in druge učinkovine. V naravi naj bi bili že omenjeni metaboliti pomembni 
za preživetje v tekmi za hranila z drugimi organizmi (de Lima Procópio in sod., 2012), iz 
vidika človeka pa se v medicinski in veterinarski praksi uporablja več kot 60 
protibakterisjkih učinkovin, ki jih sintetizirajo streptomicete. Streptomicete so sposobne 
produkcije več kot 500 različnih sekundarnih metabolitov– nekatere vrste so sposobne 
produkcije več različnih kemijsko nepovezanih učinkovin. Organizem, ki producira določen 
antibiotik, je proti lastnemu antibiotiku odporen, vendar je pogosto občutljiv na antibiotike 
drugih streptomicet (Madigan in sod., 2015). 
 
2.1.6 Industrijska uporaba streptomicet 
 
Industrijski pomen streptomicet se kaže predvsem v njihovi sposobnosti produkcije 
bioaktivnih učinkovin, kot so antibiotiki. Zgodovina antibiotikov, ki jih proizvajajo 
streptomicete, se začne leta 1942 z odkritjem streptotricina, nadaljuje dve leti kasneje z 
odkritjem streptomicina, kar je vodilo v načrtno iskanje antibiotikov znotraj rodu. Danes 
približno 80 % znanih antibiotikov izvira iz bakterij rodu Streptomyces (preglednica 1) (de 
Lima Procópio in sod., 2012). 
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Prav produkcija antibiotikov je bila vodilo za številne raziskave na področju streptomicet in 
dodelitev GRAS (ang. Generally Recognised As Safe) statusa nekaterim vrstam, kar 
streptomicetam odpira možnosti tudi za industrijsko uporabo kot gostiteljev za heterologno 
izražanje proteinov (Binnie in sod., 1997). Podrobnejši opis takšne industrijske uporabnosti 
streptomicet se nahaja v poglavju 2.2. 
 
Preglednica 1: Časovni pregled pomembnejših antibiotikov, ki jih proizvajajo različne vrste streptomicet (de 
Lima Procópio in sod., 2012). 
Antibiotik Proizvajalec Leto odkritja 
Streptomicin S. griseus 1944 
Cefalosporini S. clavuligeru 1945 
Kloramfenikol S. venezuelae 1949 
Neomicin S. fradiae 1949 
Tetraciklin S. aureofaciens 1950 
Nistatin S. noursei 1950 
Viomicin S. vinaceus in S. capreolus 1951 
Virginiamicin S. pristinaespiralis in S. virginiae 1952 
Linkomicin S. lincolnensis 1952 
Cikloserin S. garyphalus 1955 
Vancomicin S. orientalis 1956 
Noviobiocin S. niveus 1956 
Kanamicin S. kanamyceticus 1957 
Fosfomicin S. fradiae 1969 
Ribostamicin S. ribosidificus 1970 
Daptomicin S. roseosporus 2003 
Platensimicin S. platensis 2006 
 
2.2 HETEROLOGNO IZRAŽANJE PROTEINOV 
 
Heterologno izražanje je vstavitev komplementarne DNA (cDNA) ali RNA (cRNA), ki 
kodira tarčni protein, v celico druge vrste, ki z lastnimi encimi sintetizira tuj protein 
(Gagnon, 2010). Teoretično tarčni gen kloniramo v izbran vektor, ki ga nato transformiramo 
v izbranega gostitelja; če je potrebno induciramo njegovo izražanje in ko je protein 
sintetiziran, sledi čiščenje in njegova karakterizacija (Rosano in Ceccarelli, 2014). 
Za produkcijo heterolognih proteinov lahko uporabimo različne gostiteljske organizme, kot 
so bakterije, kvasovke, rastline in živali. Vsak gostitelj ima svoje prednosti in slabosti 
(preglednica 2). Najpogosteje se uporablja bakterija E. coli, tako za izražanje proteinov 
prokariontskega kot evkarionskega izvora, saj raste zelo hitro  in v dobro definiranih 
laboratorijskih pogojih, je enostavna za uporabo in dobro sprejema tujo DNA (Kaur in 
Kumar, 2018). Po drugi strani se v bakteriji E. coli izraženi proteini pogosto nahajajo znotraj 
celice, pogosto so netopni, denaturirani oziroma se izrazijo v obliki inkluzijskih telesc. 
Proces pridobivanja pravilno zvitega aktivnega proteina tako zahteva uničenje celic, pogosto 
pa tudi izolacijo inkluzijskih telesc in renaturacijo ciljnega proteina (Binnie in sod., 1997). 
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Preglednica 2: Primerjava različnih sistemov za sintezo proteinov (Fahad in sod., 2015). 
Gostitelj Glavne prednosti           Glavne slabosti 
Bakterije  Enostaven sistem 
 Kratek čas produkcije 
 Ni post-translacijskih 
modifikacij 
   
Kvasovke  Pravilno zvijanje 
rekombinanthih proteinov 
 Nizki stroški čiščenja 
proteinov 
 Glikoproteini imajo 
dodano sialično kislino, ki 
ni primerna za humano 
uporabo 
   
Sesalske celice  Lahko pridobivamo proteine s 
post-translacijskimi 
modifikacijami 
 Počasna rast 
 Visoki stroški 
 Možnost virusnih infekcij 
 
Rastlinske celice  Nizki stroški čiščenja 
proteinov 
 Post-translacijske modifikacije 




2.2.1 Heterologno izražanje proteinov v streptomicetah  
 
Vse bolj zaželena je zunajcelična produkcija rekombinatnih proteinov, ki poenostavi 
bioproces in izboljša kvaliteto produkta  (Kaur in Kumar, 2018). Eden izmed sistemov, ki 
omogočajo tovrstno produkcijo, so tudi bakterije iz rodu Streptomyces. Čeprav je bakterija 
Streptomyces coelicolor najbolj karakterizirana vrsta znotraj rodu, za heterologno izražanje 
ni najbolj primerna, ker vsebuje zelo močan restrikcijski sistem, ki preprečuje uporabo E. 
coli–Streptomyces prenosljivih vektorjev. Veliko bolj uporabna je bakterija Streptomyces 
lividans, ki tega sistema nima in prav tako kaže nizko zunajcelično proteolitično aktivnost 
(Binnie in sod., 1997), vendar ima tudi nekaj slabosti, kot sta počasna filamentozna rast in 
težavna transformacija (Carrillo Rincón in sod., 2018). 
 
2.2.2 Heterologno izražanje proteinov v bakteriji Streptomyces rimosus 
 
Bakterija Streptomyces rimosus je industrijsko pomembna bakterija zaradi proizvodnje 
antibiotika oksitetraciklina (OTC). Prav razvoj bioporocesa za proizvodnjo OTC je vodil v 
številne raziskave, zato imamo danes široko znanje splošne mikrobiologije in fiziologije ter 
številne molekularno-biološke tehnike za manipulacijo bakterije S. rimosus. Poleg tega ima 
bakterija S. rimosus številne lastnosti, ki jo uvrščajo med industrijsko zanimive gostitelje 
heterolognih proteinov, saj jo odlikuje hitra rast; ne tvori kompleksnega micelija, ampak 
raste v kratkih fragmentih; ima visoko učinkovitost transformacije z elektroporacijo; 
učinkovito izloča proteine v gojišče, kar olajša zaključne postopke. Vendar ima bakterija S. 
rimosus tudi nekatere slabosti, saj je relativno visoka genetsko nestabilna in ima visoko 
zunajcelično proteolitično aktivnost, kar lahko povzroči razgradnjo tarčnega heterolognega 
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proteina. Možna je tudi izguba plazmida, še posebej če uporabljamo E. coli–Streptomyces 
prenosljivi vektor (Carrillo Rincón in sod., 2018). 
 
2.3 SEKRETORNE POTI  ZA IZLOČANJE PROTEINOV 
 
Da se proteini lahko izločajo iz celice, ne da bi porušili zgradbo celične membrane, obstajajo 
različni sekretorni mehanizmi. V bakterijah se proteini najpogosteje izločajo preko splošne 
sekretorni poti – poti Sec (ang. secretion pathway) ali pa po poti translokaciji dveh argininov 
– poti Tat (ang. Twin arginine translocation) (Natale in sod., 2008). 
Elementi poti Sec se nahajajo v celični membrani bakterij in arhej, v tilakoidnih membranah 
kloroplastov in v endoplazmatskem retikulumu evkariontov, in so ključni za preživetje celic. 
V bakterijah je omenjena pot odgovorna predvsem za izločanje večine zunajceličnih 
proteinov. Njen mehanizem temelji na izločanju nezvitih proteinov s pomočjo ATP in 
protonskega gradienta, pri čemer morajo biti proteini ustrezno ko-translacijsko ali post-
translacijsko označeni. Pri post- translacijskem označevanju se protein z ustrezno signalno 
sekvenco po popolni sintezi sprosti z ribosoma in se usmeri proti Sec–translokazi (slika 3), 
pri čemer mu lahko ustrezno nezvito obliko pomaga obdržati še šaperon SecB. Pri ko-
translacijskem označevanju pa se signal prepoznavni delec (SRP; ang. signal recognition 
particle) veže na signalno sekvenco proteina, ko je le-ta še vezana na ribosom in se celotni 
trojni kompleks SRP/ribosom/nastajajoča proteinska veriga usmeri proti Sec-translokazi. 
Nato se s pomočjo receptorja za SRP, ribosom in nastajajoča proteinska veriga ločita in 
preneseta do Sec-translokaze. Sec-translokaza je proteinski kanal sestavljen iz integralnih 
membranskih proteinov SecY, SecE in SecG in periferne ATP-aze SecA, ki deluje kot 
molekularni motor za poganjanje proteinske translokacije skozi membrano (Natale in sod., 
2008). 
Tat pot se pojavlja pri številnih bakterijah in arhejah, v tilakoidnih membranah kloroplastov, 
verjetno pa tudi v rastlinskih mitohondrijih. Tat-translokaza je sestavljena iz dveh ali treh 
podenot, TatA in TatC ali TatA, TatB in TatC, ki skupaj tvorijo receptor in mašinerijo za 
prenos proteinov.  Energijo za translokacijo omogoča protonski gradient. V nasprotju z Sec 
potjo, kjer se proteini izločajo nezviti, pa se pri Tat poti zvijejo v citoplazmi in nato zapustijo 
celico. Tat pot se uporabi v primeru, da je za funkcionalno strukturo proteinov nujno njihovo 
zvijanje v citoplazmi, čeprav obstajajo določene izjeme (Natale in sod., 2008). 
11 
Ravnik Z. Izražanje heterolognih proteinov v industrijskem gostitelju Streptomyces sp. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz sekretornih poti: Sec pot s ko-translacijskim post-translacijskim označevanjem ter 
pot Tat (povzeto po Natale in sod., 2008). 
 
2.4 TERMOSTABILNI PROTEAZI PERNIZIN IN CAMINIZIN  
 
Termofilne arheje so vir mikrobnih proteaz z visoko termostabilnostjo in optimumom 
delovanja pri zelo visokih temperaturah. Poleg tega so odporne na številne denaturacijske 
dejavnike, kot so detergenti, organska topila in kemijski agensi, kar predstavlja potencialno 
prednost uporabe v številnih biotehnoloških in industrijskih aplikacijah (Palmieri in sod., 
2005).  
Med proteaze izolirane iz termofilnih arhej spada tudi pernizin (slika 5), ki je bil prvotno 
izoliran iz arheje Aeropyrum pernix K1 in spada v družino subtilizinu podobnih proteaz 
(subtilaz). Skoraj vse subtilaze so v celici sintetizirane kot prekurzor, imenovan 
preprosubtilizin, kjer sta presekvenca in prosekvenca nameščena na N-terminalen del zrelega 
proteina (slika 4). Presekvenca je signalni peptid, ki je odgovoren za izločanje prosubtilizina 
preko citoplazemske membrane, prosekvenca pa deluje kot intramolekularni šaperon, ki 
omogoči pravilno zvijanje proteina in se avtoproteolitično odstrani iz aktivne oblike encima 
(Catara in sod., 2003). Za nativni pernizin se predvideva, da je signalna sekvenca dolga 24 
aminokislin, prosekvenca pa 92 (Šnajder in sod., 2015).  
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Slika 4: Shematski prikaz pernizina. Na N terminalnem delu zrelega proteina sta nameščeni presekvenca in 
prosekvenca, ki omogočita sekrecijo in pravilno zvitje aktivne oblike pernizina (povzeto po Šnajder in sod., 
2012).  
 
Slika 5: Tri-dimenzionalna struktura pernizina, izoliranega iz A. pernix K1 (Šnajder in sod., 2015). 
Pernizin izoliran iz arheje A. pernix K1 je aktiven v širokem pH (5.0–12.0) in temperaturnem 
(60–120 °C) območju z najvišjo aktivnostjo pri 90 °C in pH med 8.0 and 9.0. V prisotnosti 
1 mM CaCl2, ki je pomemben za stabilnost, encim doseže maksimum pri 90 °C, vendar pri 
120 °C še vedno ohrani 80 % aktivnosti (Catara in sod., 2003). 
Poleg arheje A. pernix, lahko podobno proteazo, imenovano caminizin, sintetizira tudi arheja 
Aeropyrum camini SY1. Proteazi iz arhej iz A. pernix in A. camini sta 94 % identična 
(Uniprot, 2020). Prav tako sta si vrsti A. pernix K1 in A. camini SY1 med seboj zelo podobni, 
saj živita v okolju s podobnim pH, slanostjo in imata podobno optimalno temperaturo rasti, 
kot je prikazano v preglednici 3 (Nakagawa, 2004).  
Preglednica 3: Primerjava lastnosti arhej A. camini SY1 in A. pernix K1 (Nakagawa, 2004). 
Lastnosti A. camini SY1 A. pernix K1 
Izvor hidrotermalni globokomorski 
dimnik 
obalna žveplova toplotna 
odprtina 
Celični premer (μm) 1,2- 2,1 0,8- 1,0 
Inhibicija rasti z S0 + - 
Temperaturni razpon (°C) 70- 97 70- 100 
Temperaturni optimum (°C) 85 90- 95 
pH razpon 6,5- 8,8 5,0- 9,0 
pH optimum 8,0 7,0 
Vsebnost G+C v genomski DNA 
(mol %) 
54,4 56,3 
Razpon slanosti (%, w/v) 2,2- 5,3 1,8- 7,0 
Optimum slanosti (%, w/v) 3,5 3,5 
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Pernizin je sposoben razgraditi patološko (infekticvno) obliko prionskega proteina PrPSc. 
Prionske bolezni, imenovane tudi prenosljive spongiformne encefalopatije - TSE (ang. 
transmissible spongiform encephalopathy), so skupina degenerativnih bolezni osrednjega 
živčevja človeka in nekaterih drugih sesalcev. TSE se razvije po strukturnih spremembah 
celičnega prionskega proteina (PrPC). PrPC je monomeren glikoziliran protein, ki je pritrjen 
na celično membrano in ima visoko stopnjo ohranjenosti med sesalci. Pojavlja se v različnih 
tipih celic, v visoki koncentraciji je prisoten v možganih živali in ljudi, njegova funkcija pa 
še ni povsem poznana. Pri razvoju TSE pride do kopičenja patoloških PrP izoform (PrPSc), 
ki imajo regijo bogato z ß-ploskvami, namesto α-vijačnicami, ki so pogoste v sekundarni 
strukturi PrPC. PrPSc ima določene lastnosti (odporen je proti proteazni razgradnji, 
detergentom, vročini, UV in ionizirajočemu sevanju, kemijskim in fizikalnim 
dekontaminacijskim metodam), kar povzroča težave v medicinski in živilski industriji. Ena 
izmed potencialnih rešitev je uporaba pernizina, ki je sposoben razgradnje PrPSc (Šnajder in 
sod., 2012). 
Zaradi že opisanih ugodnih lastnosti pernizina ter zahtevnih pogojev pridobivanja njunih 
nativnih oblik, je za njuno pridobivanje smiselna uporaba heterologne ekspresije v 
gostiteljskih organizmih. Na splošno je najpogosteje uporabljeni ekspresijski sistem 
bakterija E. coli, ki hitro raste, ima relativno visok donos proteinov, poleg tega pa je zanjo 
na voljo veliko različnih vektorjev za kloniranje; po drugi strani ne omogoča nekaterih post-
translacijskih modifikacij. Lahko pride do toksičnega vpliva tarčnega proteina na samega 
gostitelja. Prav tako se pogosto se pojavijo razlike v genskem kodu, zato je za uspešno 
izražanje potrebna kodonska optimizacija gena za izbran protein (Šnajder in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 SHEMA LABORATORIJSKEGA DELA 
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3.2.1 Laboratorijski material  
 
V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabili naslednji laboratorijski 
material: 
 laboratorijska steklovina: čaše, erlenmajerice, merilni valji, steklenice z zamaškom 
na navoj 
 nastavke za avtomatske pipete 
 plastične petrijevke 
 elektroporacijske kivete 
 centrifugirke 1,5 ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml 
 mikrotiterske plošče 
 penaste zamaške 
 pasterjeve pipete 
 alufolijo 
 držala za akrilamidni gel in glavniček 
 laboratorijske rokavice 
 nosilec za agarozni gel in glavniček 
 plastične cepilne zanke 
 spatula po Drigalskem za enkratno uporabo 
 zobotrebci za precepljanje kultur 
 kolone za afinitetno kromatografijo 
 držalo za kolone za afinitetno kromatografijo 
 plastične posodice 
 
3.2.2 Laboratorijska oprema 
 
V okviru eksperimentalnega dela magistrske naloge smo uporabili naslednji laboratorijsko 
opremo: 
 avtoklav (Sutjeska) 
 avtomatske pipete (Eppendorf, Gilson), 
 ciklični termostat za  PCR (Thermo Scientific) 
 elektroporator MicroPulser (Bio-Rad) 
 laminarij (Iskra Pio) 
 elektroforezna kadička in naprava za agarozno gelsko elektroforezo (Bio-Rad) 
 centrifuga (Sigma 3K30, Tehtnica) 
 inkubator (Kambič, Sutjeska) 
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 magnetno mešalo (IKA, Rotamix) 
 mikrovalovna pečica (Sanyo) 
 pH meter (Mettler Toledo) 
 sonikator (Cole-Parmer) 
 stresalnik (Infors HT) 
 tehtnica (Sartorius Excellence, Mettler Toledo) 
 zamrzovalnik (Gorenje) 
 hladilnik (Gorenje) 
 elektroforezna kadička in naprava za akrilamidno gelsko elektroforezo (Bio-Rad) 
 spektrofotometer (Tecan) 




V magistrski nalogi smo uporabili 5 različnih plazmidnih vektorjev, od tega sta bila 
plazmidna konstrukta za pozitivno in negativno kontrolo pripravljena na osnovi 
replikativnega plazmida pVF, prikazana na slikah 7 in 8; ostali plazmidni konstrukti pa iz 
integrativnega  plazmida pAB04 (slike 9-11). Vse plazmidne sekvence so bili kodonsko 
optimizirane za izbranega gostitelja, bakterijo Streptomyces rimosus. Plazmid pVF je E.coli-
S. rimosus prenosljiv vektor, sestavljen iz plazmida bakterije E. coli pUC19 in plazmida 
bakterije Streptomyces pPZ12. Prav njegova sestava mu omogoča ohranjanje visokega 
števila kopij v obeh bakterijskih vrstah in zagotavlja odpornost proti antibiotiku ampicilinu 
bakteriji E. coli in odpornost proti antibiotiku tiostreptonu bakterijam rodu Streptomyces. 
pVF je replikativni plazmid, velikosti 8,7 kbp (Carrillo Rincón, 2016).  
Plazmid pAB04 je prav tako E. coli-S. rimosus prenosljiv vektor, vendar se stabilno integrira 
v genom bakterije S. rimosus. pAB04 vsebuje φC31 attP/int mestno specifični sistem za 
rekombinacijo bakteriofaga φC31. Možno je tudi, da se je sposoben integrirati na več mest 
v kromosomu bakterije S. rimosus. Bakteriji E. coli zagotavlja odpornost proti antibiotiku 
apramicinu, bakterijam rodu Streptomyces pa proti tiostreptonu (Carrillo Rincón, 2016). 
 
Vsi vektorji, razen negativne kontrole – pVF (slika 7), poleg zapisa za pernizin oz. caminizin 
vsebujejo še srt  sekvenco in poli-histidinski repek, ki ga sestavlja zapis za 6 hitidinov (6x 
His). Srt je signalna sekvenca, ki omogoča izločanje nezvitih proteinov preko Sec signalne 
poti (Natale in sod., 2008). Histidinski repek pa je ključen za čiščenje proteina, saj se pri 
afinitetni kromatografiji veže na Ni-kroglice. Pozitivna kontrola pVF tcp srT pernisine AP 
CO HT (slika 8) vsebuje še inducibilen tetraciklinski promotor tcp830, vendar se glede na 
raziskave Carrillo Rincón in sod. (2018) v  bakteriji S. rimosus obnaša konstitutivno. Obe 
verziji, pVF in pVF tcp srT pernisine AP CO HT je tekom preteklega raziskovalnega dela 
pripravil raziskovalec Andrés Felipe Carrillo Rincón. Plazmidni konstrukti konstruirani na 
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osnovi plazmida pAB04 vsebujejo konstitutivni promotor ermE*. Ker naravna oblika 
pernizina oz. caminizina poleg aktivne oblike encima vsebuje še presekvenco, ki je 
odgovorna za sekrecijo in prosekvenco, ki omogoči pravilno zvitje, smo izdelali tri 
konstrukte: plazmid, ki vsebuje samo zapis za zrelo obliko caminizina - pAB04 ermE* srT 
Per AC CO HT (slika 9); plazmid ki vsebuje zapis za zrelo obliko caminizina in prosekvenco 
– pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT (slika 10) in plazmid, ki vsebuje zapis za zrelo 
obliko caminizina,  prosekvenco in presekvenco - pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT 
(slika 11). Razlika med pozitivno kontrolo in ostalimi rekombinantnimi plazmidi je v zapisu 
za zrelo obliko proteaze, saj je zapis za pernizin, uporabljen v pozitivni kontroli, v naravi del 
genoma arheje A. pernix, ostali rekombinantni plazmidi pa vsebujejo zapis za caminizin iz 
arheje A. camini.  
   
 
Slika 7: Shematski prikaz E. coli-Streptomyces prenosljivega plazmidnega konstrukta pVF, ki je bil v 
magistrski nalogi uporabljen kot negativna kontrola. Plazmid vsebuje rezistenco proti antibiotiku ampicilinu 
(ampR) in tiostreptonu (tsR), mesto začetka podvojevanja pMB1 (rep (pMB1)), mesto začetka podvojevanja 
pIJ101 (rep pIJ101) in genske elemente, ki kontrolirajo število kopij replikativnega plazmida (korB, orf56). 
Velikost plazmidnega konstrukta je 8787 bp (Carrillo Rincón in sod., 2018).   
 
18 
Ravnik Z. Izražanje heterolognih proteinov v industrijskem gostitelju Streptomyces sp. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
  
Slika 8: Shematski prikaz E. coli-Streptomyces prenosljivega plazmidnega konstrukta pVF tcp srT pernisine 
AP CO HT, ki je bil v magistrski nalogi uporabljen kot pozitivna kontrola. Rekombinantni plazmid vsebuje 
kodonosko optimiziran zapis za zrelo obliko pernizina arheje A. pernix (pernizin AP), rezistenco proti 
antibiotikoma ampicilinu (ampR) in tiostreptonu (tsR), tetraciklinski promotor (tcp830), signalno sekvenco za 
zunajcelično izločanje (srT), histidinski repek (6x his), mesto začetka podvojevanja pMB1 (rep (pMB1)), mesto 
začetka podvojevanja pIJ101 (rep pIJ101) in genske elemente, ki kontrolirajo število kopij replikativnega 
plazmida (korB, orf56). Velikost plazmidnega konstrukta je 10367 bp.  
  
Slika 9: Shematski prikaz E. coli-Streptomyces prenosljivega plazmidnega konstrukta pAB04 ermE* srT Per 
AC CO HT. Rekombinantni plazmid vsebuje kodonosko optimiziran zapis za zrelo obliko caminizina arheje 
A. camini, rezistenco proti antibiotikoma apramicinu (acc(3)IV) in tiostreptonu (tsR), konstutitivni promotor 
(ermE*), signalno sekvenco za zunajcelično izločanje (srT), histidinski repek (6x his), mesto začetka 
podvojevanja (ori), genske elemente mestno specifičnega rekombinantnega sistema faga ϕC31(integraza 
faga  ϕC31, attP) in genske elemente za prenos genov (traJ, oriT). Velikost plazmidnega konstrukta je 8200 
bp. 
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Slika 10: Shematski prikaz E. coli-Streptomyces prenosljivega plazmidnega konstrukta pAB04 ermE* srT 
ProPer AC CO HT. Rekombinantni plazmid vsebuje kodonosko optimiziran zapis za zrelo obliko caminizina 
arheje A. camini, prosekvenco (pro), rezistenco proti antibiotikoma apramicinu (acc(3)IV) in tiostreptonu (tsR), 
konstutitivni promotor (ermE*), signalno sekvenco za zunajcelično izločanje (srT), histidinski repek (6x his), 
), mesto začetka podvojevanja (ori), genske elemente mestno specifičnega rekombinantnega sistema faga 
ϕC31(integraza faga  ϕC31, attP) in genske elemente za prenos genov (traJ, oriT). Velikost plazmidnega 
konstrukta je 8392 bp. 
   
Slika 11: Shematski prikaz E. coli-Streptomyces prenosljivega plazmidnega konstrukta pAB04 ermE* srT 
PreProPer AC CO HT. Rekombinantni plazmid vsebuje kodonosko optimiziran zapis za zrelo obliko 
caminizina arheje A. camini, prosekvenco (pro), presekvenco (pre), rezistenco proti antibiotikoma  apramicinu 
(acc(3)IV) in tiostreptonu (tsR), konstutitivni promotor (ermE*), signalno sekvenco za zunajcelično izločanje 
(srT), histidinski repek (6x his), ), mesto začetka podvojevanja (ori), genske elemente mestno specifičnega 
rekombinantnega sistema faga ϕC31(integraza faga  ϕC31, attP) in genske elemente za prenos genov (traJ, 
oriT). Velikost plazmidnega konstrukta je 8476 bp. 
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3.2.4 Bakterijski sevi 
 
Streptomyces rimosus ΔOTC  
 
Bakterija S. rimosus ΔOTC imenovan tudi »white«  ali »beli sev« smo uporabili za 
proizvodnjo ciljnega proteina – caminizina. Bakterija S. rimosus ΔOTC ima izbite gene za 
biosintezo antibiotika oksitetraciklina (OTC). Sev prihaja iz raziskovalne skupine prof. dr. 
Iaina S. Hunterja iz Univerze Strathclyde (Glasgow, Škotska). 
Na trdnih gojiščih imajo kolonije bakterije S. rimosus ΔOTC drugačno morfologijo od 
starševskega seva, ki se običajno uporabljajo za produkcijo OTC. Kolonije starševskega seva 
so črne barve, tvorijo micelij in pogosto tudi sporulirajo. Bakterija S. rimosus ΔOTC ne tvori 
OTC, kar povzroči, da so kolonije bele barve, tvorijo micelij in pogosto tudi spore. Poleg 
tega pa se v obeh primerih na plošči pojavijo še bakterijskim kolonijam podobne kolonije, 
imenovane tudi »mehke kolonije«. V magistrski nalogi smo uporabili tudi bakterijo S. 
rimosus ΔOTC »M«, saj je delo z njimi veliko bolj enostavno, vendar še ni znano, kakšne 
so razlike v metabolizmu v primerjavi s kloni bakterije S. rimosus ΔOTC, ki so sposobne 
tvorbe substratnega in zračnega micelija.  
E. coli DH10β 
Za pripravo ustreznih plazmidov smo uporabili bakterijski sev E. coli DH10β (Invitrogen), 
z genotipom: F- endA1 deoR+ recA1 galE15 galK16 nupG rpsL Δ(lac)X74 φ80lacZΔM15 
araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR λ–. Sev E. coli DH10β je 
pogosto uporabljen v raziskavah, saj se učinkovito transformira in je sposoben prevzema in 
ohranjanja stabilnosti večjih plazmidov (Durfee in sod., 2008). 
E. coli ET12567 
E. coli sev ET12567 nima dam in dcm metilaz, kar prepreči poškodbe DNA s strani 
restrikcijskega sistema po vnosu v gostiteljsko celico. Sev ET12567 (MacNeil, 1988), z 
genotipom: ): F- dam13::Tn9 dcm6 hsdM hsdR zjj-202::Tn10 recF143::Tn1I galK2 galT22 
ara14 lacY1 xyl5 leuB6 thi1 tonA31 rpsL136 hisG4 tsx78 mtl1 glnV44, smo uporabili za 





Uporabljali smo antibiotik tiostrepton, ki smo ga v založni koncentraciji 30 mg/ml 
raztopljenega v DMSO hranili pri - 20 °C. Ob dodatku v tekoče gojišče smo poskrbeli, da je 
bila končna koncentracija 5 μg/ml, v trdnem pa 30 μg/ml. 
Ampicilin in apramicin smo hranili pri -20 °C v založni koncentraciji 100 mg/ml in 50 mg 
/ml. V trdna in tekoča gojišča smo ju dodali do končne koncentracije 100 μg/ml. 
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3.2.6 Mikrobiološka gojišča 
 
Gojišče CRM 
Za pripravo gojišča CRM smo kemikalije navedene v preglednici 4 raztopili v dH2O in 
umerili pH na 7, nato pa dodali dH2O do končnega volumna 1000 ml. Gojišče smo 20 min 
avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Preglednica 4: Sestava gojišča CRM. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Glukoza 10 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Saharoza 103 g Gram-Mol, Hrvaška 
MgCl2 x 6 H2O 10,12 g VWR Chemicals, ZDA 
TSB 15 g Biolife, Italija 
Kvasni ekstrakt 5 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
Gojišče LB 
Za pripravo gojišča LB smo kemikalije navedene v preglednici 5 raztopili v dH2O in umerili 
pH na 7, nato pa dodali dH2O do končnega volumna 1000 ml. Gojišče smo 20 min 
avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Preglednica 5: Sestava gojišča LB. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Tripton 10 g VWR Chemicals, ZDA 
Kvasni ekstrakt 5 g Biolife, Italija 
NaCl 10 g Merck, Nemčija 
dH2O do 1000 ml  
 
Gojišče Terriffic broth 
Za pripravo gojišča Terriffic broth smo, kemikalije navedene v preglednici 6, raztopili v 
1000 ml dH2O. Gojišče smo nato 20 min avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 
bara. 
Preglednica 6: Sestava gojišča Terriffic broth. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Kvasni ekstrakt 24 g Biolife, Italija 
Tripton 20 g VWR Chemicals, ZDA 
Glicerol 4 g Kemika, Hrvaška 
Fosfatni pufer  10 tabletk Oxoid, Velika Britanija 
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Gojišče TSB  
Za pripravo gojišča TSB smo kemikalije navedene v preglednici 7 raztopili v dH2O in 
umerili pH na 7,3,  nato pa dodali dH2O do končnega volumna 1000 ml. Gojišče smo 20 min 
avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Preglednica 7: Sestava gojišča TSB. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Tripton 17 g VWR Chemicals, ZDA 
Sojin pepton 3 g Biolife, Italija 
Glukoza 2,5 g Sigma-Aldrich, ZDA 
NaCl 5 g Merck, Nemčija 
K2HPO4 2,5 g Merck, Nemčija 
Agar 20 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
Gojišče SM 
Za pripravo gojišča SM smo kemikalije navedene v preglednici 8 raztopili v dH2O in umerili 
pH na 7, nato pa dodali dH2O do končnega volumna 1000 ml. Gojišče smo razdelili po 300 
ml na 1000 ml steklenico in 30 min avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Preglednica 8: Sestava gojišča SM. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Sojina moka 20 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Manitol 20 g CARLO ERBA Reagents, Italija 
Agar 20 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
Gojišče 2TY 
Za pripravo tekočega gojišča 2TY smo kemikalije navedene v preglednici 9 raztopili v dH2O 
in umerili pH na 7, nato pa dodali dH2O do končnega volumna 1000 ml. Gojišče smo 20 min 
avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Za pripravo trdnega gojišča je bil postopek enak, le da smo kemikalijam dodali 20 g agarja 
in po avtoklaviranju dodali še apramicin in ampicilin do končne koncentracije 100 μg/ml. 
Preglednica 9:  Sestava gojišča 2TY. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Tripton 16 g VWR Chemicals, ZDA 
Kvasni ekstrakt 10 g Biolife, Italija 
NaCl 5 g Merck, Nemčija 
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Produkcijsko gojišče GOTC 
Za pripravo produkcijskega gojišča GOTC smo kemikalije navedene v preglednici 10 
raztopili v vodovodni vodi in ga, v mikrovalovni pečici, segrevali do temperature 85 °C. Ko 
se je gojišče ohladilo na sobno temperaturo smo umerili pH na 6,25 in dodali vodo do 
končnega volumna 1000 ml. Gojišče smo avtoklavirali 30 min pri temperaturi 121 °C in 
tlaku 1,2 bara. 
Preglednica 10: Sestava produkcijskega gojišča GOTC. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
MOPS 7 g Carl Roth, Nemčija 
Sojina moka 42 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Amonijev sulfat 6 g Merck, Nemčija 
MgCl2 2 g VWR Chemicals, ZDA 
NaCl 1,5 g Merck, Nemčija 
Kalcijev karbonat  7,3 g Merck, Nemčija 
Koruzni škrob 28 g  Merck, Nemčija 
1 % ZnSO4 10 ml Merck, Nemčija 
1 % MnSO4 3,75 ml Merck, Nemčija 
H2O do 1000 ml  
 
Vegetativno gojišče GOTC 
Za pripravo vegetativnega gojišča GOTC smo kemikalije navedene v preglednici 11 raztopili 
v 1000 ml dH2O. Gojišče smo 20 min avtoklavirali pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Preglednica 11: Sestava vegetativnega gojišča GOTC. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Tripton 15 g VWR Chemicals, ZDA 
Glukoza 10 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Kalcijev karbonat 1 g Biolife, Italija 
Kvasni ekstrakt 5 g Biolife, Italija 
dH2O do 1000 ml  
 
3.2.7 Reagenti za izolacijo plazmidne DNA 
 
 GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Izolacija plazmidne DNA je potekala po navodilih proizvajalca. Komplet je vseboval: 
raztopino za resuspenzijo celic, raztopino za lizo celic, RNAzo A, raztopino za 
nevtralizacijo, raztopino za spiranje kolone z etanolom in raztopino za elucijo plazmidne 
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3.2.8 Reagenti za čiščenje rezanega plazmida in PCR pomnožkov  
 
 High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Nemčija). 
Čiščenje rezanega plazmida in PCR pomnožkov je potekalo po navodilih proizvajalca. 
 
3.2.9 Reagenti za ligacijo 
 
 Gibson Assembly (NEB, ZDA) 
Ligacija plazmida pAB04 ermE* in PCR pomnožkov in transformacija elektrokompetentnih 
bakterij E. coli DH10β je potekala skladno z navodili proizvajalca Gibson Assembly. 
 
 ligazo T4 (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
Ligacija PCR pomnožkov v plazmid pGH srt je potekala skladno z navodili proizvajalca s 
T4 DNA ligazo. 
 
3.2.10 Reagenti za restrikcijsko analizo 
 
 FastDigest PstI (ThermoFischer Scientific, ZDA) 
(mesto cepitve: 5'...C T G C A  ↓ G...3')  
 
 FastDigest XbaI  (ThermoFischer Scientific, ZDA) 
(mesto cepitve: 5'... T↓C T A G A …3' ) 
 
Restrikcijske endonuleaze smo uporabili po navodilih proizvajalca skupaj z 10x pufrom 
FastDigest. 
 
3.2.11 Reagenti za azokazeinski test 
 
 3 % azokazein (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Pufer Tris-HCl (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 15 % trikloroocetna kislina (TCA) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 5M NaOH (Merck, Nemčija) 
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3 % raztopino azokazeina smo pripravili tako, da smo raztopili 0,3 g azokazeina v 10 ml  
dH2O. 
Za pripravo pufra Tris-HCl smo uporabili 0,788 g Tris-HCl  
(Sigma-Aldrich, ZDA) in 0,011 g CaCl2 (Sigma-Aldrich, ZDA). Kemikalijam smo dodali 
destilirano vodo in umerili pH na 8, nato pa dopolnili z dH2O do končnega volumna 100 ml. 
Za pripravo 15 % TCA smo 15 g TCA raztopili v 100 ml dH2O.  
Vse raztopine smo do uporabe hranili v hladilniku na 4 °C. 
 
3.2.12 Reagenti za sonikacijo 
 
 50 mM Tris-HCl pH 7,5 
Natehtali smo 0,788 g Tris-HCl (Sigma-Aldrich, ZDA), dodali dH2O in umerili pH na 7,5 
in dolili dH2O do končnega volumna 100 ml. 
Raztopino smo do uporabe hranili v hladilniku na 4 °C. 
 
3.2.13 Reagenti za PCR 
 
 GC pufer (Thermo Fischer Scientific, ZDA) 
 dNTP 
 smerni začetni oligonukleotid: GA_NdeI_srT_FW 
(CACTCCAAGGAGGACCCCACATATGTTGCAGAGCTAC) 
protismerni začetni oligonukleotid: GA_His_XbaI_rev 
(GCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGACTATCAGTGATGG) 








 smerni začetni oligonukleotid: M13_FW 
(5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3') 
protismerni začetni oligonukleotid: M13_REV  
(5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'). 
 DMSO 
 Polimeraza MM-Phusion Phusion DNA polimerazo (Thermo Scientific, ZDA) 
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 PCR-H2O 
Za PCR reakcijo smo uporabili Phusion DNA polimerazo (Thermo Scientific, ZDA), zato 
smo samo reakcijo pripravili skladno z navodili proizvajalca polimeraze Phusion® High-
Fidelity DNA Polymerase (M0530). Sestava reakcijske mešanice je prikazana v preglednici 
12. 
Preglednica 12: Reakcijska mešanica za PCR. 
Kemikalije  Količina 
dH2O 11,6 μl 
5× GC puffer 4 μl 
20 mM dNTP 0,6 μl 
10 mM začetni oligonukleotid FW 1,5 μl 
10 mM začetni oligonukleotid RW 1,5 μl 
DMSO 0,6 μl 
plazmidna DNA (50 – 250 ng) 1 μl 
Phusion polimeraza (1 U) 0,2 μl 
 ∑=20 μl 
 
 
3.2.14 Reagenti za agarozno gelsko elekroforezo 
 
 Agaroza (Sigma Aldrich) 
 Pufer TAE 
 SYBR® Safe gel stain (Invitrogen) 
Za pripravo 0,8 % agaroznega gela smo natehtali 4 g agaroze, dodali 300 ml 1x TAE pufra 
in suspenzijo segrevali v mikrovalovki, dokler se agaroza ni popolnoma raztopila. Nato smo 
dodali 1x TAE pufer do volumna 500 ml in pripravljen agarozni gel do uporabe hranili v 
raztopljeni obliki v inkubatorju pri 60 °C. 
Med samo agarozno gelsko elektroforezo in za pripravo agaroznega gela smo uporabljali 1x 
TAE pufer, ki smo ga pripravili iz predhodno pripravljenega 50x TAE pufra, tako da smo 
20 ml 50x TAE pufra dodali dH2O do končnega volumna 1000 ml. 
Za pripravo 50x TAE (preglednica 13) pufra smo kemikalije navedene v tabeli raztopili v 
1000 ml dH2O. Pufer smo do uporabe hranili v hladilniku na 4 °C. 
Preglednica 13: Sestava 50x pufra TAE. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Tris (Trizma Base) 242 g Sigma-Aldrich, ZDA 
Glacialna ocetna kislina 57,1 ml Sigma-Aldrich, ZDA 
0,5M EDTA 100 ml Merck, Nemčija  
dH2O do 1000 ml  
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3.2.15 Reagenti za afinitetno kromatografijo 
 
Pufer A, pufer B in raztopino 2 M imidazola smo pripravili po navodilih proizvajalca za 
cOmplete™ His-Tag Purification Resin (Roche, Nemčija). 
Pufer A: 
 50 mM Na2H2PO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 300 mM NaCl (Merck, Nemčija) 
Pufer B: 
 50 mM Na2H2PO4 (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 300 mM NaCl (Merck, Nemčija) 
 300 mM imidazol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Raztopina imidazola: 
 2 M imidazol (Sigma-Aldrich, ZDA) 
Za pripravo pufra A smo v destilirani vodi raztopili 6,895 g Na2H2PO4 in 17,530 g NaCl, 
umerili pH na 8 in dodali destilirano vodo do končnega volumna 1000 ml. 
Pufer B smo pripravili tako, da smo natehtali 1,378 g Na2H2PO4, 3,506 g NaCl in 4,084 g 
imidazola, dodali destilirano vodo in umerili pH na 8 in nato dolili vodo še do 200 ml. 
Za pripravo raztopine imidazola smo 20,424 g imidazola raztopili v 150 ml dH2O. 
Vse raztopine smo do uporabe hranili v hladilniku na 4 °C. 
 
3.2.16 Reagenti za poliakrilamidno gelsko elektroforezo in cimografijo 
 
 1,5M Tris-HCl pH 8,8 
 0,5M Tris-HCl pH 6,8 
 10 % NaDS (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 30 % akrilamid/bis-akrilamid (Bio-Rad, ZDA) 
 10 '% APS (amonijev persulfat) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 TEMED (Bio-Rad, ZDA) 
 Pufer za potek poliakrilamidne gelske elektroforeze 
 Simply blue gel stain (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 2,5 % Triton X-100 (Glentham Life Sciences, UK) 
 Pufer TRIS-HCl 
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Za pripravo 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 smo 118,2 g Tris-HCl (Sigma-Aldrich, ZDA) raztopili 
v dH2O, umerili pH na 8,8 in dodali dH2O do končnega volumna 500 ml. Raztopino smo do 
uporabe hranili v hladilniku na 4°C.  
Za pripravo 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 smo 39,4 g Tris-HCl raztopili v dH2O, umerili pH na 6,8 
in dodali dH2O do končnega volumna 500 ml. Raztopino smo do uporabe hranili v hladilniku 
na 4°C.  
10 g NaDS smo raztopili v 100 ml dH2O in dobljeno 10 % raztopino hranili pri sobni 
temperaturi.  
0,5 g APS smo raztopili v 5 ml dH2O, ga razdelili v mikrocentrifugirke po 150 µL in do 
uporabe hranili na -20 °C. 
Za pripravo 10x pufra za potek poliakrilamidne gelske elektroforeze smo kemikalije 
navedene v preglednici 14 raztopili v 1000 ml dH2O in pufer do uporabe hranili na sobni 
temperaturi. 
Preglednica 14: Sestava 10x pufra za potek gelske elektroforeze. 
Kemikalije  Količina Proizvajalec 
Tris (Trizma Base) 30,2 g Sigma-Aldrich, ZDA  
Glicin 144,0 g Merck, Nemčija 
NaDS 10,0 g Sigma-Aldrich, ZDA 
dH2O do 1000 ml  
 
Pri cimografiji smo uporabili še dve dodatni kemikaliji: Triton X-100 in pufer Tris-HCl. Za 
pripravo 2,5 % raztopine Triton X-100 smo 2,5 g Tritona X-100 raztopili v 100 ml dH2O. 
Pufer Tris-HCl pa smo pripravili tako, da smo natehtali 0,788g 50 mM Tris-HCl (Sigma-
Aldrich, ZDA) in 0,011g 1mM CaCl2 (Sigma-Aldrich, ZDA), dodali dH2O in umerili pH na 
8, nato pa dodali vodo še do končnega volumna 100 ml. 
 
3.2.17 Reagenti za pripravo inaktiviranih vzorcev za NaDS-PAGE 
 
 50 % (w/v) triklorocetna kislina (TCA) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Aceton (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Proteazni inhibitor (Roche, Nemčija) 
Za 50 % (w/v) TCA smo natehtali 5g TCA in dopolnili do 10 ml z dH2O. 
 
3.2.18 Reagenti za BCA test 
 
 Pierce™ BCA Protein Assay Kit 
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Delovni reagent je bil pripravljen iz 50 delov BCA reagenta A in 1 dela BCA reagenta B 
(50: 1 = reagent A: reagent B). 
 
3.2.19 Reagenti za prenos po Westernu (ang. »Western blot«) 
 
TBS: 
 20 mM Tris-HCl (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 150 mM NaCl (Merck, Nemčija) 
 
Za pripravo TBS smo natehtali 3,152 g Tris-HCl in 8,766 g NaCl, jih raztopili v 800 ml 
dH2O in umerili pH na 7,5. Dolili smo dH2O do 1000 ml in avtoklavirali 20 min pri 
temperaturi 121 oC. Raztopino smo do uporabe hranili pri sobni temperaturi. 
 
TBS-T: 
 0,05 % Tween 20 v TBS 
 
V 100 ml TBS, ki smo ga pripravili po zgoraj navedenem postopku, smo dodali 50 µl  
Tween 20 (Sigma-Aldrich, ZDA). 
 
BSA/TBS-T: 
 0,1 % BSA v TBS-T 
 
Natehtali smo 0,1 g  BSA (Sigma-Aldrich, ZDA) in ga raztopili v 100 ml TBS-T, ki smo ga 
pripravili po zgoraj navedenem postopku.  
 5 % BSA v TBS-T 
Natehtali smo 0,5 g  BSA in ga raztopili v 10 ml TBS-T, ki smo ga pripravili po zgoraj 
navedenem postopku.  
 Pierce™ DAB Substrate Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 Stabilni peroksidni pufer (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 Anti-His(C-term)-HRP protitelsa (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad, ZDA) 
 Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gels (BioRad, ZDA) 
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3.3.1 Priprava plazmidnih vektorjev 
 
Plazmidne vektorje za izražanje rekombinantnega preprocaminizina, procaminizina in zrele 
oblike caminizina arheje A. camini v bakteriji S. rimosus (pAB04 ermE* srT 
PreProPer/ProPer/Per AC CO HT) smo pripravili v sodelovanju z raziskovalcema Alenom 
Pšeničnikom in dr. Luko Kranjcem. Plazmidni konstrukti so bili pripravljeni na osnovi 
plazmidnega vektorja pAB04, ki je podrobno opisan v točki 3.2.3. Ker se pernizin v arheji 
A. pernix izraža v nativni obliki s pre-regijo, ki omogoča izločanje po Sec-signalni poti in 
pro-regijo, ki deluje kot intramolekularen šaperon, ki pomaga pri ustreznem zvijanju encima, 
smo zaradi visoke stopnje homologije med pernizinom in caminizinom sklepali, da se 
cepitvena mesta za preregijo in proregijo nahajajo na enakih lokacijah v caminizinu, zato 
smo dizajnirali 3 verzije kodonsko optimiziranega caminizina – preprocaminizin, 
procaminizin in zrelo obliko caminizina. 
Plazmidni vektor pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT (slika 11) tako, da smo naročili 
sintetizirano sekvenco za preprocaminizin arheje A. camini z dodanim NdeI restrikcijskim 
mestom in srT signalno sekvenco na 5' ter 6x His in restrikcijskim mestom XbaI na 3' 
ekspresijske kaseto, ki je prispela klonirana v E. coli vektor pGH srT PreProPer AC CO HT 
(ATGBiosynthetics, Nemčija). Omenjena sekvenca je bila kodonsko optimizirana za 
izražanje v bakteriji S. rimosus (Priloga A). Plazmidni vektor smo transformirali v 
predhodno pripravljene elektrokompetentne celice bakterije E. coli DH10β z 
elektroporacijo. Celoten postopek je potekal na ledu. Najprej smo elektroporator 
MicroPulser nastavili na ustrezen program za E. coli in v kiveti 40 μl elektrokompetentnih 
celic  dodali 1 μl plazmidne DNA. Po elektroporaciji smo v kiveto dodali 1 ml tekočega 
gojišča 2TY brez antibiotika ter resuspendirali. Suspenzijo celic smo prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko in inkubirali 1 uro na termobloku pri 37 °C in 300 rpm. Nato smo celice 
nacepili na trdno gojišče 2TY z dodanim antibiotikom ampicilinom do končne koncentracije 
100 μg/ml in inkubirali 24 ur pri 37 °C.  
Selekcija klonov in izolacija plazmidne DNA je potekala po navodilih proizvajalca 
komercialnega kita GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, ZDA). Izolirano 
plazmidno DNA smo do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 oC. Iz pridobljenega 





ekspresijsko kaseto kodonsko optimiziranega preprocaminizina s signalno sekvenco srT, 
NdeI/XbaI restrikcijskimi mesti in 6x His sekvenco po protokolu, opisanem v poglavju 
3.2.13. Pridobljene ekspresijske kasete smo očistili po navodilih proizvajalca komercialnega 
kita High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Nemčija). Sledila je restrikcija 
plazmida pAB04 ermE* in pridobljenih PCR pomnožkov s parom restrikcijskih endonukleaz 
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FastDigest NdeI in FastDigest XbaI po navodilih proizvajalca (ThermoFischer Scientific, 
ZDA) in čiščenje rezanega plazmida in PCR pomnožkov s komercialnim kitom High Pure 
PCR Product Purification Kit (Roche, Nemčija). Ligacija plazmida pAB04 ermE* in PCR 
pomnožkov in transformacija elektrokompetentnih bakterij E. coli DH10β je potekala 
skladno z navodili proizvajalca Gibson Assembly (NEB, ZDA) ter izolacija plazmidnih 
konstruktov po navodilih proizvajalca komercialnega kita GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit 
(Sigma-Aldrich, ZDA). Sledilo je preverjanje ustreznosti pripravljenih plazmidnih 
konstruktov s parom restrikcijskih endonukleaz FastDigest NdeI in FastDigest XbaI po 
navodilih proizvajalca (ThermoFischer Scientific, ZDA) in sekveniranjem klonirane regije 
(Macrogen, Južna Koreja) z oligonukleotidnimi začetniki (IDT, ZDA) M13_FW (5'-
GTAAAACGACGGCCAGT-3') in M13_REV (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3'). 
Plazmidna vektorja pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT (slika 10) in pAB04 ermE* srT 
Per AC CO HT (slika11) sta bila pripravljena tako, da smo za pomnoževanje s PCR iz 
plazmida pGH srT PreProPer AC CO HT (ATGBiosynthetics, Nemčija) pomnožili zapis za 
procaminizin s parom oligonukleotidnih začetnikov (IDT, ZDA) Proper_Ac_fw (5'- 
AAAActgcaGCCAGCACCGTCGTAATCG-3’) in GA_His(atg)_XbaI_rev (5’-
GCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGACTATCAGTGATGG-3’) oziroma 
Pernisine_Ac_fw (5’- AAAActgcaGCCATGGCCAAGCCCC-3’) in 
GA_His(atg)_XbaI_rev (5’-
GCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGACTATCAGTGATGG-3’). Pridobljene 
ekspresijske kasete smo očistili po navodilih proizvajalca komercialnega kita High Pure PCR 
Product Purification Kit (Roche, Nemčija). Sledila je restrikcija plazmida pGH srT 
PreProPer AC CO HT in pridobljenih PCR pomnožkov s parom restrikcijskih endonukleaz 
FastDigest PstI in FastDigest XbaI po navodilih proizvajalca (ThermoFischer Scientific, 
ZDA) in čiščenje rezanega plazmida in PCR pomnožkov s komercialnim kitom High Pure 
PCR Product Purification Kit (Roche, Nemčija). Ligacija PCR pomnožkov v plazmid pGH 
srt je potekala skladno z navodili proizvajalca s T4 DNA ligazo (ThermoFischer Scientific, 
ZDA). Sledila je transformacija elektrokompetentnih bakterij E. coli DH10β in izolacija 
plazmidnih konstruktov skladno z navodili proizvajalca komercialnega kita GenEluteTM 
Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, ZDA). Preverjanje ustreznosti pripravljenih 
plazmidnih konstruktov je bilo izvedeno s parom restrikcijskih endonukleaz FastDigest NdeI 
in FastDigest XbaI po navodilih proizvajalca (ThermoFischer Scientific, ZDA) in 
sekveniranjem klonirane regije (Macrogen, Južna Koreja). Ko smo potrdili ustreznost 
sestavljenih ekspresijskih kaset smo tako pripravljen zapis za srT procaminizin in srT 
caminizin klonirali v plazmid pAB04 ermE* po postopku, opisanem v prejšnjem odstavku. 
Pridobljene plazmidne konstrukte pAB04 ermE* srT PreProPer/ProPer/Per AC CO HT smo 
nato transformirali v elektrokompetentne bakterije E. coli ET12567. Selekcija klonov in 
izolacija plazmidne DNA je potekala po navodilih proizvajalca komercialnega kita 
GenEluteTM Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, ZDA). Izolirano plazmidno DNA smo 
do uporabe hranili v zamrzovalniku pri -20 oC. 
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3.3.2 Elektroporacija bakterij S. rimosus 
 
Elektroporacija je mikrobiološka tehnika, kjer celice izpostavimo električnemu polju in s 
tem povečamo permeabilnost celične membrane, kar omogoči prehod kemikalij, zdravil ali 
DNA v celico (Chang, 2006). Mi smo jo uporabili za vstavitev plazmidne DNA v celice 
izbranega mikrobnega gostiteljskega seva.  
Plazmide smo transformirali v bakterijo Streptomyces rimosus ΔOTC, katere kompetentne 
celice so bile predhodno zamrznjene in shranjene na -20 °C. 40 μl kompetentnih celic smo 
dodali 3 μl plazmida in s pulzom 2 kV izvedli elektroporacijo (elektroporator Bio-Rad 
Micropuler z električno kapaciteto 25 μF in upornostjo 600 Ω). Transformirali smo 6 
različnih plazmidnih konstruktov opisanih v poglavju 3.2.3, ki so bili za potrebe magistrske 
naloge predhodno pripravljeni. 
Nato smo dodali 1 ml gojišča TSB z dodatkom tiostreptona (končna koncentracija 5 μg/ml), 
prenesli celično suspenzijo v 50 ml centrifugirke in suspenzijo inkubirali 4 h na stresalniku 
pri temperaturi 28 °C in 220 obratih/min. Po inkubaciji smo 100 μl celične suspenzije 
razmazali na plošče z gojiščem TSA z dodatkom tiostreptona (končna koncentracija 30 
μg/ml). Nato smo plošče inkubirali 3 dni pri temperaturi 28 °C. Nato smo posamezne 
kolonije prenesli na SM gojišče z dodatkom tiostreptona (končna koncentracija 30 μg/ml). 
Po enem tednu inkubacije pri temperaturi 28 °C pogojih so nastale spore, ki smo jih po 
dodatku 2 ml 10 % glicerola, postrgali s spatulo po Drigalskem in razdelili v 10 
mikrocentifugirk, ki smo jih nato zamrznili na – 80 °C. 
 
3.3.3 Gojenje sevov za azokazeinski test 
 
V 5 ml sterilnega gojišča CRM smo dodali 0,83 μl založne raztopine antibiotika tiostreptna 
do končne koncentracija 5 μg/ml in inokulirali s posameznimi kloni s 50 μl suspenzije 
predhodno shranjenih spor. Po dveh dneh stresanja pri 220 obratih/min in temperaturi 28 °C 
smo prenesli po 0,5 ml kulture v 5 ml sterilnega produkcijskega gojišča GOTC, oziroma pri 
testiranju gojišč v ustrezno drugo gojišče (TSB, 2TY, Terriffic broth, CRM, LB, vegetativno 
gojišče GOTC). Sledilo je nekajdnevno gojenje in vzorčenje 0,5 ml gojišča na določne dneve 
v odvisnosti od poskusa. Pri testiranju večjega števila klonov smo vzorčili 3., 4., 5. in 7. dan, 
vzorce pa kasneje uporabili tudi za testiranje znotrajceličnih koncentracij izraženega 
caminizina (3., 4. in 5. dan); pri testiranju gojenja izbranih klonov v različnih gojiščih pa 
smo vzorčili 1., 2., 3. in 5. dan. Vse vzorce smo do testiranja z azokazeinskim testom hranili 
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3.3.4 Gojenje sevov za afinitetno kromatografijo 
 
Klone, ki smo jih uporabili za izolacijo in čiščenje rekombinantnega caminizina z afinitetno 
kromatografijo in kasnejše analize, smo gojili v dveh različnih volumnih, in sicer pri 
poskusih, kjer smo testirali večje število klonov v končnem volumnu 50 ml produkcijskega 
gojišča GOTC, posamezne izbrane klone pa nato še v končnem volumnu 200 ml 
produkcijskega gojišča GOTC. 
Pri gojenju transformant v 50 ml izbranega gojišča smo uporabili naslednji postopek. V 5 
ml sterilnega gojišča CRM smo dodali 0,83 μl tiostreptona (končna koncentracija 5 μg/ml) 
in ga inokulirali s 50 μl suspenzije predhodno shranjenih spor posameznih klonov. Po dveh 
dneh stresanja pri 220 obratih/min in temperaturi 28 °C smo 5 ml kulture prenesli v 50 ml 
sterilnega produkcijskega gojišča GOTC in gojili še tri dni pri istih pogojih. 
Pri gojenju v večjih volumnih je bil postopek enak, le da smo uporabili 50 ml gojišča CRM 
in 200 ml produkcijskega gojišča GOTC. 
 
3.3.5 Azokazeinski test 
 
Azokazeinski test temelji na reakciji med substratom in encimom pri optimalni temperaturi 
in pH v določenem času. Rekacija razgradnje azo-kazeina poteka tako, da encim razgradi 
kazein, se vse kromoforne skupine, ki so bile vezane na substrat, sprostijo in postanejo topne 
v 15 % raztopini TCA. V bazičnem pH tako dobimo rdeče-oranžno obarvano raztopino, 
katere intenziteto lahko izmerimo pri 440 nm. Obstaja korelacija med intenziteto barve in 
koncentracijo substrata, saj izmerimo le količino razgrajenega azokazeina, ker se vsi ostali 
proteini oborijo po dodatku 15 % raztopine TCA. Metoda je široko uporabna za merjenje 
proteolitičnih aktivnosti encimov, predvsem zaradi stabilnosti barve (Coêlho in sod., 2016). 
Z azokazeinskim testom smo testirali zunajcelično proteolitično aktivnost večjega števila 
klonov, vzorčenih 3., 4., 5. in 7. dan, znotrajcelično izražanja caminizina v istih vzorcih, 
vzorčenih  3., 4. in 5. dan, ki smo jih predhodno sonicirali; in izbrane klone, ki smo jih gojili 
v različnih gojiščih (2TY, LB, CRM, TSB, TB, GOTCv, GOTCp), vzorčene 1., 2., 3. in 5. 
dan. 
Testiranje smo izvedli po protokolu navedenem v preglednici 15. Vsak sklop vzorcev je 
poleg pozitivne in negativne kontrole vseboval še inaktivirano pozitivno kontrolo in slepi 
vzorec. Reakcija med encimom – caminizinom in substratom – azokazeinom je v našem 
primeru potekala pri pH 8 in temperaturi 85 °C. 
Iz dobljene absorbance smo izračunali število azokazeinskih enot/ml. Najprej smo 
izmerjenim vrednostim absorbanc odšteli vrednost absorbance inaktiviranega vzorca. Nato 
smo pridobljeni rezultat delili z 0,01, ker je ena azokazeinska enota enaka zvišanju 
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absorbance za 0,01. Dobljen rezultat smo morali deliti še z 0,05, ker smo želeli izračunati 
število azokazeinskih enot v 1 ml, mi pa so uporabili 50 μl vzorca. V primeru redčenja 
vzorcev je bilo potrebno upoštevati še posamezne redčitve. 
Preglednica 15: Protokol izvedbe azokazeinskega testa. 
 Vzorec Slepi vzorec Inaktivirana kontrola 
Priprava vzorcev 50 μl vzorca 
 
 
50 μl pufra Tris-HCl 50 μl vzorca 
+ 60 μl TCA 
 85 °C / 30 min 
Inkubacija vzorcev + 50 μl pufra Tris-HCl 
+ 125 50 μl azokazeina 
  
85 °C / 20 min 
  + 60 μ TCA / 
Zaključni procesi in 
merjenje absorbance 
Inkubacija 5 minut na ledu 
Centrifugiranje 5 minut pri 15000 G 
Prenos 200 μl v mikrotitrsko ploščo 
Dodatek 58,1 μl 5 M NaOH 




Sonikacija omogoča lizo celic, saj se energija ultrazvoka (20-50 kHz), ko potuje preko 
kovinske sonde, pretvori v mehansko energijo. Le-ta pa vodi v formiranje majhnih 
mehurčkov, ki s kavitacijo poškodujejo celice (Tandiono in sod., 2012).  
Sonikacijo smo uporabili za preverjanje znotrajcelične koncentracije caminizina. 50 μl 
vzorca smo dodali 450 μl 50 mM raztopine Tric-HCl, jih postavili na led in s sonifikatorjem 
(Cole-Parmer) sonicirali 4x po 15 sekund s 15 sekundnimi premori. Vzorce smo nato 
centrifugirali 5 minut pri 14000 g pri 4 °C. Supernatant smo uporabili kot vzorec pri izvedbi 
azokazeinskega testa. 
 
3.3.7 Verižna reakcija s polimerazo – PCR 
 
Verižna reakcija s polimerazo, z angleško kratico PCR (angl. Polymerase Chain Reaction) 
je metoda molekularne biologije, ki omogoča pomnoževanje specifičnih regij DNA. 
Klasičen potek metode vključuje tri korake; denaturacijo dvoverižne DNA, prileganje 
začetnih oligonukleotidov in podaljševanje verige z DNA polimerazo.  
Uporabili smo Phusion DNA polimerazo (Thermo Scientific, ZDA), ki jo odlikuje 50× nižja 
stopnja pojava napak, kot jih naredi klasična Taq polimeraza. Najprej smo naredili 
reakcijsko mešanico prikazano v preglednici 12 (poglavje 3.2.13), nato pa je reakcija 
potekala po postopku, ki ga prikazuje slika 12.  
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Slika 12: Potek PCR reakcije. 
 
3.3.8 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gleska elektroforeza se uporablja za ločevanje DNA ali RNA glede na njihovo 
velikost. Ločevanje poteka na principu različne hitrosti potovanja različno velikih negativno 
nabitih nukleinskih kislin skozi agarozni gel v električnem polju.   
Uporabili smo 0,8 % agarozni gel (w/v) (poglavje 3.2.14), ki smo mu dodali barvilo 
SyBRSafe (Thermo Scientific, ZDA) za vizualizacijo fragmentov DNA po zaključku 
ločevanja. V 50 ml tekočega agaroznega gela smo dodali po 2 μl barvila. Gel smo nato vlili 
v pripravljen kalup in namestili glavniček, ki omogoči nastanek vdolbinic za nanašanje 
vzorcev. Sledila je polimerizacija. Gel smo nato prenesli v elektroforezno banjico 
napolnjeno z 1× TAE pufrom. V vdolbine v gelu smo nanesli vzorce  pomešane s 6× 
nanašalnim pufrom LD (Loading Dye, Thermo Scientific, ZDA). Za določevanje velikosti 
fragmentov smo uporabili velikostni s standard GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo 
Scientific, ZDA). 
Ločevanje na agaroznem gelu je potekalo v električnem polju z električno napetostjo 70 V 
30 min. Ločene fragmente smo vizualizirali v transiluminatroskem sistemu (Bio-Rad, 
Danska) in analizirali s pomočjo programske opreme Quantity One (Bio-Rad, Danska). 
 
3.3.9 Afinitetna kromatografija 
 
Za potrebe čiščenja tarčnih proteinov smo izvedli afinitetno kromatografijo po navodilih 
proizvajalca Ni-kroglic (cOmplete™ His-Tag Purification Resin, Roche).  Že pri sami 
sestavi konstruktov je bil v ta namen na C-terminalni konec vključen histidinski rep 
sestavljen iz šestih histidinov, ki ima visoko afiniteto do imobiliziranih kovinskih ionov, kot 
je nikelj. Tarčni protein se torej veže na nikelj, sledi spiranje nespecifično vezanih proteinov, 
elucija tarčnega proteina in končno spiranje vseh še vedno vezanih proteinov.  
Kot je opisano v poglavju 3.3.4 smo izbrane transformante za afinitetno kromatografijo gojili 
v različnih volumnih, kar vpliva tudi na količino uporabljenih nikljevih kroglic in posledično 
pufrov. V primeru, ko smo uporabili 50 ml gojene kulture, smo le-to prelili v centrifugirko 
36 
Ravnik Z. Izražanje heterolognih proteinov v industrijskem gostitelju Streptomyces sp. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
in jo centrifugirali 5 min na 10 000 G, prelili supernatant v novo centrifugirko in postopek 
ponovili. Nato smo izmerili pH, ki mora biti za uspešno vezavo na nikelj med 6 in 8 in dodali 
300 μl nikljevih kroglic, na katere se vežejo proteini med enourno inkubacijo z mešanjem 
pri sobni temperaturi. Suspenzijo smo ponovno centrifugirali in odlili večino supernatanta, 
ter približno 5 ml ostale suspenzije nanesli na kolono. Sledilo je spiranje s pufrom A, pufrom 
B in 2M imidazolom. Količina uporabljenih raztopin za spiranje je odvisna od volumna 
uporabljenih nikljevih kroglic, kot je prikazano v preglednici 16. V našem primeru smo 
spirali s 6 ml pufra A, pri čemer smo v mikrocentrifugirko ujeli zadnjih 300 μl, s 4x 300 μl 
pufra B, kjer smo celotne volumne ujeli v posamezne frakcije E1, E2, E3 in E4, ter s 600 μl 
2M imidazola, kjer smo zopet ujeli zadnjih 300 μl.  
V primeru uporabljenih 200 ml gojene kulture je bil postopek enak zgoraj opisanemu, le da 
smo kulturo pri centrifugiraju razdelili v 4 mikrocentrifugirke in končni supernatant odlili v 
erlenmajerico, kateri smo dodali 500 μl nikljevih kroglic, ter posledično spirali z 10 ml pufra 
A, 500 μl pufra B in 1 ml 2M imidazola. Dobljene frakcije so vsebovale po 500 μl vzorca. 
Vse frakcije smo do uporabe hranili na -80 °C. 
Preglednica 16: Količine uporabljenih kemikalij v afinitetni kromatografiji, izražene glede na količino 
uporabljenih nikljevih kroglic. 
Kemikalije  Količina 
Pufer A 20 volumnov nikljevih kroglic   
Pufer B 4x po 1 volumen nikljevih kroglic   
2m imidazol 2 volumna nikljevih kroglic   
 
3.3.10 Poliakrilamidna gelska elektroforeza (NaDS-PAGE) in cimografija 
 
Priprava poliakrilamidnih gelov za NaDS-PAGE in cimografijo 
 
Za izvedbo poliakrilamidne gelske elektroforeze smo naprej sestavili steklene ploščice, in 
jih ustrezno namestili v stojalo. Nato smo pripravili 12 % ločevalni gel tako, da smo vse 
kemikalije navedene v preglednici 17 odpipetirali v čašo in jih nežno premešali, nato pa 
prenesli med stekelca. Pri cimografiji smo navedenim kemikalijam dodali še 0,008 g 
kazeina. Polimerizacija je potekala vsaj pol ure. Medtem smo pripravili 4 % nalagalni gel 
tako, da smo vse kemikalije navedene v preglednici 18 odpipetirali v čašo, jih nežno 
premešali in nato nanesli na ločevalni gel med stekelca. Po vstavitvi glavničkov je sledila 
polimerizacija najmanj 1 uro. Nastale poliakrilamidne gele smo uporabili takoj, ali pa smo 
jih zavili v vlažno papirnato brisačko in aluminijasto folijo in jih do uporabe hranili v 
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Preglednica 17: Sestava 12 % ločevalnega poliakrilamidnega gela. 
Kemikalije  Količina 
dH2O 1396,25 μl 
0,5M TrisHCl ph 6,8 1041,25 μl 
10 % NaDS 41,25 μl 
30 % akrilamid/bis-akrilamid 1666,25 μl 
10' % APS 20,88 μl 
TEMED 2,13 μl 
Skupaj 1675,17 μl 
 
Preglednica 18: Sestava 4 % nalagalnega poliakrilamidnega gela. 
Kemikalije  Količina 
dH2O 1016,50 μl 
1,5M TrisHCl ph 8,8 416,50 μl 
10 % NaDS 16,50 μl 
30 % akrilamid/bis-akrilamid 216,50 μl 
10' % APS 8,34 μl 
TEMED 0,84 μl 
Skupaj 4168 μl 
 
Potek in zaključni postopki NaDS-PAGE in cimografije 
Posamezne frakcije pridobljenega z afinitetno kromatografijo smo zmešali z nanašalnim 
pufrom NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) (Thermo Fischer Scientific, ZDA) v razmerju 
4:1. V primeru NaDS-PAGE smo vzorce 5 min segrevali pri 95 °C, pri cimografiji pa smo 
ta korak preskočili. Nato smo 18 μl vzorca nanesli v jamice v poliakrilamidnih gelih, ki  smo 
jih predhodno vstavili v stojala in namestili v kadičko s pufrom za potek poliakrilamidne 
gelske elektroforeze. Dodali smo 2,5 μl lestvice PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 
(Thermo Scientific, ZDA). Poliakrilamidna gelska elektroforeza je potekala pri konstanti 
napetosti 185 V 45 min. Nato smo odstranili steklca, gele sprali z dH2O in jih barvali z 
barvilom SimplyBlue™ SafeStain (Thermo Fischer Scientific, ZDA). Po dodatku barvila je 
naprej sledilo segrevanje v mikrovalovni pečici (15 s), nato pa 1 h inkubacije z rahlim 
stresanjem (20 obratov/min). Potem smo barvilo odlili in razbarvali gele v dH2O čez noč. 
Naslednji dan je sledilo slikanje in vrednotenje gelov. 
Pri cimografiji je bil postopek enak do konca elektroforeze, nato pa smo gele inkubirali 30 
min v raztopini 2,5 % Triton X-100, ponovno spirali z dH2O in nato 1 uro inkubirali v pufru 
TrisHCl + CaCl2 na 85 °C. Sledilo je barvanje po enakem postopku kot pri izvedbi NaDS-
PAGE analize. 
 
3.3.11 Priprava inaktiviranih vzorcev za NaDS-PAGE 
 
Za pripravo inaktiviranih vzorcev caminizina smo najprej aceton postavili v zmrzovalnik. 
Nato smo v epico odpepitirali vsaj 15 μl vzorca afinitetne kromatografije in mu dodali 
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raztopino 50 % TCA do končne koncentracije 10 % TCA. Sledila je desetminutna inkubacija 
na ledu. Po 10 min centrifugiranju pri 15000 G smo previdno odpepitirali supernatant in ga 
resuspendirali v 200 μl hladnegea acetona. Ponovno je sledilo 10 min centrifugiranje pri 
15000 g. Nato smo otresli aceton iz epic, ter postavili epice z vzorci na glavo obrnjene na 
brisačko, da so se epice popolnoma osušile. Po resuspendiranju peleta v 10 μl nalagalnega 
pufra smo dodali 0,4 μl proteaznega inhibitorja in epice postavili v vrelo vodo za 10 min. 
Tako pripravljene vzorce smo uporabili za NaDS-PAGE opisano v poglavju 3.3.16. 
 
3.3.12 Test bikinhonske kisline (BCA) 
 
BCA test je bil narejen po protokolu proizvajalca Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA). Temelji na uporabi bikinhonske kisline (BCA) in je namenjen 
kolorimetrični detekciji in kvantifikaciji celokupnih proteinov. V alkalnem gojišču se ob 
prisotnosti proteinov Cu2+ reducira v Cu+, le-ta pa se veže z dvema molekulama bikinhonske 
kisline, kar vodi do nastanka vijoličnega produkta. Več kot je prisotnih proteinov, več je 
reducirane oblike bakra in posledično je produkt močenje obarvan. Nastalemu kompleksu 
pomerimo absorbanco pri 563 nm in s pomočjo umeritvene krivulje določimo koncentracijo 
celokupnih proteinov.  
Za določanje koncentracije proteinov z BCA testom smo najprej pripravili umeritveno 
krivuljo iz različnih koncentracij govejega serumskega albumina (BSA) v destilirani vodi. 
Pripravili smo koncentracije 0 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 
mg/ml, 0,8 mg/ml in 1 mg/ml. V mikrotitrsko ploščico smo odpipetirali 12 μl različno 
koncentriranih BSA vzorcev in dodali 100 μl delovnega reagenta opisanega v poglavju 
3.2.18. Po polurni inkubaciji smo izmerili absorbanco pri 563 nm in narisali umeritveno 
krivuljo.  
Koncentracijo celokupnih proteinov v vzorcu smo določali po končani afinitetni 
kromatografiji s frakcijami, v katerih smo pričakovali najvišje koncentracije caminizina (E1, 
E2, E3, E4). 12 μl posamezne frakcije smo dodali 100 μl delovnega reagenta opisanega v 
poglavju 3.2.18, inkubirali pol ure pri sobni temperaturi in izmerili absorbanco 563 nm. S 
pomočjo enačbe pridobljene iz umeritvene krivulje smo izračunali koncentracijo celokupnih 
proteinov v vzorcu. 
 
 
3.3.13 Izračun specifične aktivnosti caminizina 
 
Specifična aktivnost je definirana kot aktivnost encima na miligram proteina. Je tudi merilo 
za čistost proteina, saj višja kot je specifična aktivnost proteina, bolj je le-ta čist. Izračunamo 
jo iz aktivnosti encima na ml pridobljenem z azokazeinskim testom in celokupne 
koncentracije proteinov v vzorcu, ki smo jo dobili s pomočjo BCA testa. Izračunamo jo po 
enačbi (1) (Šnajder in sod., 2012). 
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3.3.14 Prenos po Westernu (ang. »Western blot«) 
 
Prenos po Westernu je metoda, ki je sestavljena iz treh tehnik – najprej je potrebno ločevanje 
proteinov na poliakrilamidnem gelu, nato sledi prenos na nitrocelulozno ali najlonsko 
membrano, kateri sledi končna identifikacija proteinov s specifičnimi protitelesi (Towbin in  
sod., 1979).  
Izbrane frakcije pridobljene z afinitetno kromatografijo smo zmešali z nanašalnim pufrom 
NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X) (Thermo Scientific, ZDA) v razmerju 4:1 in vzorce 5 
min segrevali pri 95 °C. Nato smo 15 μl vzorca nanesli v jamice  poliakrilamidnega gela 
(Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gels), ki smo ga predhodno vstavili v stojalo 
in namestili v kadičko s pufrom za potek poliakrilamidne gelske elektroforeze. Dodali smo 
7 μl lestvice Precision Plus Protein™ Dual Color Standard (Bio-rad, ZDA). Poliakrilamidna 
gelska elektroforeza je potekala pri konstanti napetosti 200 V 30 min. Nato smo odstranili 
stekelca in  gel slikali s transiluminratorskim sistemom (Bio-Rad, Danska), saj Mini-
PROTEAN® TGX Stain-Free™ Precast Gels vsebujejo posebno spojino, ki poveča 
fuorescenco triptofana, kar omogoča detekcijo vzorcev pred prenosom na membrano. Potem 
smo vzorce iz poliakrilamidnega gela prenesli na nitrocelulozno membrano. Prenos je 
potekal po navodilih proizvajalca Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, ZDA). Gel 
smo nato ponovno slikali, da smo preverili, če so se vzorci res prenesli na nitrocelulozno 
membrano. Sledilo je blokiranje membrane. Membrano z vzorci smo položili v primerno 
posodico, jo prelili s 5 % BSA/TBS-T in inkubilrali eno uro s stresanjem. Nato smo 
membrano 2x spirali z 10 ml TBS-T s po 5 min inkubacijo pri sobni temperaturi in jo nato 
prelili z 10 ml BSA/TBS-T z dodatkom 2 μl Anti-His(C-term)-HRP protiteles (Thermo 
Scientific, ZDA). Membrano smo ponovno inkubirali eno uro pri sobni temperaturi z rahlim 
stresanjem in jo nato spirali po v prejšnjem stavku opisanem postopku. Tik pred detekcijo 
na membrani smo zmešali 1,25 ml 10x DAB z 11,25 ml stabilnega peroksidnega pufra in z 
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V magistrski nalogi smo delali s tremi različnimi oblikami caminizina (preglednica 19): 
preprocaminizin, procaminizin in zrela oblika caminizina. Preprocaminizin vsebuje 
presekvenco in prosekvenco, ki omogočita sekrecijo in pravilno zvitje aktivne oblike; 
procaminizin pa le prosekvanco. Klon, ki vsebuje zapis za preprocaminizin, je označen z 
oznako W2PRE in vsebuje plazmidni konstrukt  pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT. 
Z oznako W3PRO označujemo klon z zapisom za procaminizin v plazmidnim konstruktom 
pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT. Kloni označeni z W4PER pa vsbujejo plazmidni 
konstrukt pAB04 ermE* srT Per AC CO HT in izražajo zrelo obliko caminizina. Kot 
negativna in pozitivna kontrola se, z izjemo poglavij 4.1 in 4.2.1, uporabljata klona, ki 
vsebujeta plazmidni konstrukt pVF oziroma pVF tcp srT pernisine AP CO HT. Pozitivna 
kontrola izraža pernizin arheja A. pernix. Vsi plazmidni konstrukti so bili transformirani v 
bakterijo S. rimosus ΔOTC. 
 
Preglednica 19: Oznake uporabljenih klonov, plazmidni konstrukti, ki jih posamezni kloni vsebujejo in oblika 
proteaze, katere zapis vsebujejo plazmidni konstrukti. Vsi plazmidni konstrukti so bili transformirani v 
bakterijo S. rimosus ΔOTC. 
Oznaka klona Plazmidni konstrukt Vrsta proteaze 
Negativna kontrola pVF / 
Pozitivna kontrola pVF tcp srT pernisine AP CO HT Pernizin 
W4PER1 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER2 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER3 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER4 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER5 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER6 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER7 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER8 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER9 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER10 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER11 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER12 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER13 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER14 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER15 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W4PER16 pAB04 ermE* srT Per AC CO HT Caminizin 
W3PRO pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT Procaminizin 
W2PRE pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO 
HT 
Preprocaminizin 
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4.1 PREVERJANJE USTREZNOSTI PLAZMIDNIH VEKTORJEV pAB04 ermE* srT 
PreProPer/ProPer/Per AC CO HT 
 
Rezultati restrikcijske analize s parom restrikcijskih endonukleaz NdeI in XbaI so pokazali, 
da vzorec dobljenih lis ustreza sestavi plazmidnih konstruktov pAB04 ermE* srT PreProPer 
AC CO HT, pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT, pAB04 ermE* srT Per AC CO HT (slika 
13), kar smo potrdili tudi sekveniranjem ekspresijskih kaset. V prilogi A je prikazana 
sintetizirana kodonsko optimizirana sekvenca (ATGBiosynthetics, Nemčija). 
                              1         2          3        4           5        6         7          8     
Slika 13: Restrikcijske analize plazmidnih konstruktov pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT (2, 3), pAB04 
ermE* srT ProPer AC CO HT (6, 7), pAB04 ermE* srT Per AC CO HT (4, 5) s parom restrikcijskih 
endonukleaz NdeI in XbaI. (1) Lestvica GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, ZDA); (8) Pozitivna 
kontrola (plazmidni konstrukt pAB04 ermE* s1/s6 GusA). 
 
4.2 TESTIRANJE VEČJEGA ŠTEVILA TRANSFORMANT BAKTERIJE S. rimosus 
TRANSFORMIRANIH S PLAZMIDINIMI KONSTRUKTI ZA IZRAŽANJE 
REKOMBINATNEGA CAMINIZINA ARHEJE A. camini 
 
S pomočjo metod cPCR (poglavje 3.3.10) in azokazeinskim testom (poglavje 3.3.5) smo 
testirali večje število neodvisnih transformant bakterije S. rimosus ΔOTC transformirane s 
plazmidnimi konstrukti: pAB04 ermE* srT Per AC CO HT (4PER, caminizin, preglednica 
19), pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT (2PRE, preprocaminizin, preglednica 19) in 
pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT (3PRO, procaminizin, preglednica 19). V prejšnjem 
stavku omenjena testiranja so nam omogočila določitev ustreznih transformant, ki imajo 
integriran zapis za rekombinantno proteazo ozrioma uspešno izražajo rekombinantni 
caminizin arheje A. camini. Za industrijsko uporabo je poleg uspešnega izražanja izredno 
pomembno zunajcelično izločanje tarčnega rekombinantnega proteina, zato smo preverjali 
uspešnost izločanja caminizina v gojišče s testiranjem znotrajcelične aktivnosti. 
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4.2.1 Preverjanje ustreznosti transformant S. rimosus s cPCR in gelsko elektroforezo 
 
Poskušali smo dokazati prisotnost zapisa za caminizin (preprocaminizin, procaminizin in 
zrel caminizin; preglednica 19) v transformantah bakterij S. rimosus ΔOTC. Po 
elektroporaciji opisani v poglavju 3.3.2 smo transformante gojili na ploščah z gojiščem TSA 
z dodatkom tiostreptona (končna koncentracija 30 μg/ml) 3 dni pri temperaturi 28 °C. Nato 
smo zrasle kolonije testirali s tehniko cPCR opisano v poglavju 3.3.13 in izvedli agarozno 
gelsko elektroforozo, katere izvedba je opisana v poglavju 3.3.14. 
Odvisno od sestave plazmidnega konstrukta se dolžina pričakovanega PCR pomnožka 
razlikuje, in sicer je preprocaminizin po pomnoževanju z začetnimi oligonukleotidi, 
opisanimi v poglavju 3.2.13, dolg 1472 bp, procaminizin 1388 bp, zrela oblika caminizina 
pa 1196 bp. Na sliki 14 je prikazan agarozni gela s pridobljenimi PCR pomnožki.  
 












Slika 14: Ločba PCR produktov, pridobljenih s pomnožitvijo DNA direktno iz kolonij transformant bakterij S. 
rimosus ΔOTC 4PER (caminizin, preglednica 19), 2PRE (perprocaminizin, preglednica 19) in 3PRO 
(caminizin, preglednica 19), na 0,8 % agaroznem gelu. V posameznih jamicah si sledijo : 1 –lestvica- 
GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, ZDA), 2 - W2PRE1, 3 - W2PRE2, 4 - W3PRO1, 5 - 
W3PRO2, 6 - W4PER1, 7 - W4PER3, 8 - lestvica- GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, ZDA), 9 
- M2PRE, 10 - M3PRO, 11 - negativna kontrola (namesto DNA vsebuje PCR H2O), 12 - pozitivna kontrola 
(sam plazmid pAB04 ermE* srT PreProPer CO HT (2PRE)), 13 - lestvica- GeneRuler DNA Ladder Mix 
(Thermo Scientific, ZDA).   
Glede na rezultate pridobljene z cPCR in agarozno gelsko elektroforezo smo v nadaljnjih 
poskusih uporabili klone, v katerih smo uspeli potrditi prisotnost tarčnega gena. 
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4.2.2 Testiranje večjega števila transformant S. rimosus z azokazeinskim testom 
 
Vzporedno s preverjanjem ustreznosti transformant S. rimosus s cPCR in gelsko 
elektroforezo smo izvedli azokazeinski test po protokolu opisanem v preglednici 15. Ker gre 
za preliminarno testiranje smo v eni ponovitvi testirali transformante bakterij S. rimosus 
ΔOTC z različnimi konstrukti, opisanimi v poglavju 3.2.3 in na ta način primerjali tri verzije 
rekombinantnega caminizina: preprocaminizin (2PRE, preglednica 19), procaminizin 
(3PRO, preglednica 19) in zrelo obliko caminizina (4PER, preglednica 19). Glede na 
predhodne raziskave v laboratoriju smo predvidevali, da bodo največje koncentracije 
zunajceličnega caminizin proizvajali kloni z zapisom za zrelo obliko caminizina (4PER), 
zato smo testirali večje število teh klonov. Kultivacija je potekala v 5 ml GOTC 
produkcijskega gojišča z dodatkom antibiotika tiostrepstona v končni koncentraciji 5 μl/ml 

























































































































3. dan 5. dan4. dan 7. dan
 
Slika 15: Grafični prikaz zunajcelične aktivnosti caminizina neodvisnih transformant S. rimosus ΔOTC, 
testiranih z azokazeinskim testom. Kloni so označeni z  4PER (caminizin, preglednica 19), 2PRE 
(preprocaminizin, preglednica 19) in 3PRO (procaminizin, preglednica 19). Vzorec z oznako slep je slepi 
vzorec, ki je namesto gojišča kulture vseboval pufer Tris-HCl, poz. predstavlja pozitivno kontrolo S. rimosus 
ΔOTC transformiran s plazmidnim konstruktom pVF tcp srT pernisine AP CO HT, neg. pa negativno kontrolo 
S. rimosus ΔOTC transformiran s konstruktom pVF. Kultivacija je potekala v 5 ml GOTC produkcijskega 
gojišča z dodatkom antibiotika tiostrepstona v končni koncentraciji 5 μl/ml na stresalniku pri 28 °C in 220 
obratov/min. Preliminarno testiranje je potekalo v eni ponovitvi, gojišče smo vzorčili 3., 4., 5. in 7. dan. 
Na sliki 15 je prikazana zunajcelična aktivnost caminizina, ki ga izražajo različni kloni S. 
rimosus ΔOTC. Ugotovili smo da dva vzorca kažeta povečano aktivnost nad 1000 U/ml in 
sicer W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19), čeprav je bila izmerjena aktivnost 
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pozitivne kontrole (pernizin, preglednica 19) še nekajkrat višja. Vendar pozitivne kontrole 
(pernizin, preglednica 19) ne moremo neposredno primerjati z ostalimi vzorci, saj vsebuje 
zapis za A. pernix v drugem vektorju (pVF), ki se v celici nahaja v visokem številu kopij in 
izraža pod drugačnim promotorjem (tcp80). Na podlagi rezultatov smo se odločili, da 
omenjena klona W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) vključimo v nadaljnje 
analize. 
Vzorce smo testirali 3., 4., 5. in 7. dan, pri čemer je njihova azokazeinska aktivnost prve tri 
testirane dni dokaj konstantna, kar kaže, da formacija caminizina stabilizira že 3. dan. V 7. 
dnevu pa se pojavi višja azokazeinska aktivnost, tudi pri nekaterih vzorcih, ki prej niso kazali 
opazne aktivnosti, kar bi lahko pripisali koncentriranju gojišča zaradi izhlapevanja tekom 
enotedenskega poskusa.  
 
4.2.3 Preverjanje uspešnosti izločanja caminizina v gojišču s testiranjem 
znotrajcelične aktivnosti caminizina pri večjem številu klonov S. rimosus ΔOTC  
 
Zaradi relativno nizkega odstotka klonov, pri katerih smo v gojišču izmerili višjo 
proteolitično aktivnost rekombinantnega caminizina arheje A. camini, smo preverili še 
znotrajcelično aktivnost caminizina, oziroma uspešnost izločanja iz celice s signalno 
sekvenco srt. Gre za signalno sekvenco, ki omogoča izločanje preko signalne poti Sec 
(opisano v poglavju 2.3, Carrillo Rincón in sod., 2018). Na ta način smo preverili, ali kloni 
ne producirajo caminizina oziroma ali je problem v sekreciji rekombinantnega encima.   
Znotraj celično aktivnost smo testirali pri vseh treh verzijah rekombinantnega caminizina: 
preprocaminizin, procaminizin in zrelo obliko caminizina (preglednica 19) oziroma tistih 
vzorcev, katerih supernatante smo preverjali v poglavju 4.2.2, pri čemer nismo uporabili 
vzorcev vzorčenih 7. dan kultivacije, saj omenjeni vzorci zaradi izhlapevanja ne kažejo 
prave slike koncentracije caminizina. Sonikafijo smo izvedli kot je opisano v poglavju 
3.3.13. 
Meritve azokazeinske aktivnosti vseh treh oblik caminizina (slika 16) so pokazale, da je 
znotrajcelična aktivnost rekombinantnega caminizina testiranih klonov mnogo nižja, kot je 
njihova zunajcelična aktivnost. Pri večini testiranih klonov je bila izmerjena znotrajcelična 
aktivnost rekombinantnega caminizina zanemarljiva, z izjemo klonov W4PER3, W4PER14 
(caminizin, preglednica 19) in pozitivne kontrole (pernizin, preglednica 19), pri katerih smo 
izmerili višje znotrajcelične aktivnosti rekombinantnega caminizina oz. pernizina, kar je 
skladno z rezultati preverjanja zunajceličnih aktivnosti. Izračunali smo tudi odstotek 
izločenega caminizina oz. pernizina (preglednica 20) in ugotovili, da se okoli  64-87 % 
caminizina oz. pernizina izloči v zunajcelični prostor, pri čemer je izločanje najbolj 
učinkovito pri pozitivni kontroli. 
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Slika 16: Grafični prikaz znotrajcelične aktivnosti caminizina različnih klonov S. rimosus ΔOTC, testiranih z 
azokazeinskim testom. Kloni so označeni z  4PER (caminizin, preglednica 19), 2PRE (preprocaminizin, 
preglednica 19) in 3PRO (procaminizin, preglednica 19).  Vzorec z oznako slep je slepi vzorec, ki je namesto 
gojišča kulture vseboval pufer Tris-HCl, poz. predstavlja pozitivno kontrolo S. rimosus ΔOTC transformiran s 
plazmidnim konstruktom pVF tcp srT pernisine AP CO HT, neg. pa negativno kontrolo S. rimosus ΔOTC 
transformiran s konstruktom pVF. Kultivacija je potekala v 5 ml GOTC produkcijskega gojišča z dodatkom 
antibiotika tiostrepstona v končni koncentraciji 5 μl/ml na stresalniku pri 28 °C in 220 obratov/min. 
Preliminarno testiranje je potekalo v eni ponovitvi, gojišče smo vzorčili 3., 4. in 5. dan. 
 
Preglednica 20: Prikaz odstotka izločenega pernizina oz. caminizina pri klonih S. rimosus, ki so pokazali 
največjo aktivnost pri testiranju zunajcelične (slika 15) in znotrajcelične (slika 16) aktivnosti caminizina. 
W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19), poz. predstavlja pozitivno kontrolo (pernizin, preglednica 
19). Odstotek je bil izračunan po formuli: zunajcelična azokazainska aktivnost posameznega klona 
(azokazainske enote)/ celokupna (zunajcelična + znotrajcelična) azokazainska aktivnost posameznega klona 
(azokazainske enote)*100. 
Odstotek izločenega caminizina oz. pernizina  (%) 
 3. dan 4. dan 5. dan 
W4PER3 73,74 74,63 71,79 
W4PER14 79,71 71,66 80,03 
Poz. 83,17 86,04 87,21 
 
Iz omenjenih rezultatov smo prišli do sklepa, da se rekombinantni caminizin uspešno izloča 
v gojišče in da je srt signalna sekvenca ustrezna za uspešno izločanje proteinov v gojišče. 
Zanimivo je, da je produkcija rekombinantnega pernizina nihala med različnimi dnevi 
vzorčenja tako pri transformantah, ki so izražale caminizin kot pri pozitivni kontroli, ki 
izraža pernizin. Razlog za opaženo nihanje bi najverjetneje lahko bila avtokatalitična 
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razgradnja heterologno izraženega encima oziroma njegova razgradnja z nativnimi 
proteazami.  
 
4.3 TESTIRANJE PROTEOLITIČNE AKTIVNOSTI REKOMBINANTNEGA 
CAMINIZINA IZBRANIH KLONOV S. rimosus ΔOTC  IN S. rimosus ΔOTC M 
GOJENIH V RAZLIČNIH GOJIŠČIH Z AZOAKAZAINSKIM TESTOM  
 
Zaradi težavnega in dolgotrajnega dela z GOTC produkcijskim gojiščem (GOTCp), ki 
vsebuje visoke vsebnosti netopnih komponent kot so sojina moka in koruzni škrob in 
otežujejo izolacijo ciljnih proteinov iz gojišča, smo želeli najti bolj enostavno gojišče za 
izražanje heterolognih proteinov z bakteriji S. rimosus. Gojišče GOTCp (sestava prikazana 
v preglednici 10) se zaradi svoje kompleksnosti uporablja za produkcijo sekundarnih 
metabolitov, v primeru S. rimosus je to biosinteza antibiotika oksitetraciklina (OTC). Zato 
je to gojišče posledično uporabljeno v večini raziskav za pridobivanje želenih metabolitov s 
sevom S. rimosus. Po drugi strani je izražanje heterolognih proteinov lahko neodvisno od 
sekundarnega metabolizma, še posebej v primeru, ko se uporabi konstitutivni promotor kot 
je ermE*, ki za delovanje ne potrebujejo prisotnosti induktorjev. 
Kompleksno gojišče GOTCp po lahko vpliva na počasnejšo rast in s tem tudi na kasnejše in 
dolgotrajneše izražanje heterolognih proteinov. Zato smo predvidevali, da se bo 
rekombinantni pernizin v gojiščih, ki vsebujejo hitro-asimilativen vir ogljika izražal prej, saj 
kultura hitreje porabi tovrstne vire hranil in hitreje doseže končno koncentracijo celic. 
Skladno s predvidevanji, smo kulture S. rimosus ΔOTC vzorčili 1., 2., 3. in 5. dan. Da bi 
preverili, kakšna je produkcija rekombinantnega caminizina v gojiščih z lahko dostopnimi 
viri hranil smo za testiranje izbrali več različnih standardnih gojišč, ki se rutinsko uporavljajo 
v laboratorijih raziksovalne skupine (2TY, LB, CRM, TSB, TB, GOTCv, GOTCp). 
Transformante S. rimosus ΔOTC W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in S. 
rimosus ΔOTC M M4PER (caminizin, preglednica 19) ter pozitivno (pernizin, preglednica 
19) in negativno kontrolo (preglednica 19 ) smo gojili v dveh paralelnih eksperimentih. 
Pogoji gojenja so podrobnejše opisani v poglavju 3.3.3. Vzorce smo nato testirali z 
azokazeinskim testom opisanim v poglavju 3.3.5.  
Rezultati prikazani na sliki 17 kažejo, da je aktivnost zunajceličnega caminizina v gojiščih 
2TY, LB, CRM, TSB, TB relativno nizka – najvišja aktivnost je bila izmerjena prvi dan 
eksperimenta in nato ostajala bolj ali manj nespremenjena ostale dni do zaključka 
eksperimenta. Na podlagi pridobljenih rezultatov smo ocenili, da omenjena gojišča niso 
primerna za produkcijo večjih količin rekombinantnega caminizina z bakterijo S. rimosus. 
Koncentracija zunajceličnega caminizina v kulturah gojenih v GOTCv ali GOTCp pa tekom 
poskusa narašča, kar je še posebej izrazito pri uporabi gojišča GOTCp. Razlike v izmerjeni 
proteolitični aktivnosti smo opazili tudi med različnimi kloni, kjer smo, poleg pozitivne 
kontrole (pernizin, preglednica 19), najvišje aktivnosti encima izmerili pri W4PER3 in 
W4PER14 (caminizin, preglednica 19).  
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Slika 17: Grafični prikaz 
zunajcelične aktivnosti 
rekombinantnega caminizina 
izbranih klonov S. rimosus 
ΔOTC (oznaka W pred 
posameznim vzorcem) in S. 
rimosus ΔOTC M (oznaka m 
pred posameznim vzorcem), 
gojenih v  5 ml različnih gojišč 
(2TY, LB, CRM, TSB, TB, 
GOTCv, GOTCp) z dodatkom 
antibiotika tiostrepstona v 
končni koncentraciji 5 μl/ml na 
stresalniku pri 28 °C in 220 
obratih/min. Kloni W4PER in 
MRPER (caminizin, 
preglednica 19), poz.-
pozitivna kontrola (pernizin, 
preglednica 19) in neg.-
negativna kontrola 
(preglednica 19) so bili 
testirani z azokazeinskim 
testom. Eksperiment je bil 
izveden v dveh ponovitvah, 
stolpci prikazujejo povprečje 
rezultatov ± standardni 
odklon. Gojišča smo vzorčili 




izbranih klonov izračunano iz 
meritev z azokazainskim 
testom direktno iz gojišč ( 1. 
dan- graf A, 2. dan- graf B, 3. 
dan- graf C in 5. dan- graf D).
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4.4 IZOLACIJA REKOMBINANTNEGA CAMINIZINA ARHEJE A. camini 
 
4.4.1 NaDS-PAGE analiza z afinitetno kromatografijo izoliranih vzorcev  
 
 4.3.1.1. Izolacija rekombinantnega caminizina iz večjega števila vzorcev gojenih v končnem 
volumnu 50 ml GOTCp 
 
Z afinitetno kromatografijo NiNTA (postopek opisan v poglavju 3.3.9) smo na podlagi 
afinitete vezave histidinskega repka na nikelj poskusili izolirati tarčne proteine in izvedli 
analizo s pomočjo poliakrilamidne gelske elektroforeze (opisano v poglavju 3.3.10). V 
začetnih testih smo gojili več vzorcev v manjših volumnih, kot je opisano v poglavju 3.3.4., 
nato izvedli kultivacijo v  50 ml gojišča GOTCp. Uporabili smo transformirane S. rimosus 
ΔOTC W2PER (perprocaminizin, preglednica 19), W3PRO (procaminizin, preglednica 19), 
W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19). Vsi našteti konstrukti vsebujejo 
kodonsko optimiziran zapis za caminizin, ki je naravno prisoten v arheji A. camini, močan 
konstitutivni promotor ermE* in nativno signalno sekvenco bakterije S. rimosus srT. 
Pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19) vsebuje kodonsko optimiziran zapis za 
pernizin, naravno prisoten v arheji A. pernix, nativno signalno sekvenco bakterije S. rimosus 
srT in promotor tcp830. 
Analize na poliakrilamidnem gelu so prikazani na slikah 18-21 in v prilogi B. Žal nismo 
dobili lepo vidne lise očiščenega proteina. Kot je vidno na sliki 18, tudi negativna kontrola 
vsebuje precej različnih lis, med njimi 3 močnejše, ki ustrezajo velikosti okoli 70, 45 in 30 
kDa, in se v nadaljevanju pojavljajo tudi na drugih gelih. Kar pomeni, da afinitentna 
kromatorgrafija, ki smo jo izbrali ne deluje zelo dobro, saj so se na stacionarno fazo vezali 
nespecifično številni proteini, trije pa v večjih količinah. Glede na raziskave Carrilla Rincón 
(2016), lahko sklepamo, da močnejše lise predstavljajo: fosfolipaza C (slika 18, A), 
sekrecijska tripeptidil aminopeptidaza (slika 18, B) in glicerofosforil diester fosfodiesteraza 
(slika 18, C). 
Predvidena masa caminizina izoliranega iz arheje Aeropyrum camini SY1 je 44,506 kDa 
(Uniprot, 2020). V naših eksperimentih smo poskusili izraziti tri različne oblike caminizina, 
zrelo obliko caminizina, procaminizina in preprocaminizina. Poleg tega pa so naši konstrukti 
na C-koncu proteina vsebovali še histidinski repek in signalno sekvenco serinske proteinaze 
srt bakterije S. rimosus, ki pa se ob izstopu proteina iz celice odstrani kar pomeni, da 
teoretično pričakujemo na gelski elektroforoezi lise v velikosti 44,346 kDa – 
preprocaminizin HT; 41,576 kDa – procaminizin HT; in 35,021 – caminizin HT.   
Pri pozitivni kontroli (pernizin, preglednica 19) (slika 19) smo heterologno izrazili pernizin 
naravno prisoten v arheji A. pernix, s predvideno maso 35,021 kDa. Vendar zaradi večjega 
števila lis, nismo mogli določiti lise, ki ustreza pernizinu. Glede na raziskave Šnajder in sod. 
(2019), lahko pernizin obdrži zvito obliko (t.i. »molten globule«) in potuje hitreje in ga lahko 
vidimo kot liso pri 23 kDa. 
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Slika 18: NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov iz negativne kontrole 
(preglednica 19), ki je bila pridobljena s kultivacijo klona S. rimosus ΔOTC pVF v 50 ml gojišča GOTCp. Na 
sliki je razvidna lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (1), 
supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija seva S. rimosus ΔOTC pVF (2), spiranje s pufrom A (3) 
elucijske frakcije – pufer B (4, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Lestvica je prikazana v kDa.  
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Slika 19: NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov rekombinantnega 
pernizina, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona pozitivna kontrola (prenizin, preglednica 19) v 50 ml gojišča 
GOTCp. Na sliki je razvidna lestvica - PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
(1), supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19) 
(2), spiranje s pufrom A (3) elucije- pufer B (4, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Lestvica je 
prikazana v kDa. 
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Podobne rezultate smo dobili tudi pri testiranju ostalih vzorcev. Na slikah 20 in 21  sta 
prikazana W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19), ki izražata caminizin brez pro 
in pre regije (35,021 kDa). Lahko opazimo liso pri 50 kDa, in več ostalih lis, tudi v območju 
teoretične velikosti caminizina. Na sliki gela, ki prikazuje W4PER14 (caminizin, 
preglednica 19) (slika 20) lahko opazimo vidno proteolitično aktivnost v frakciji prve elucije, 
ki se nahaja na na NaDS-PAGE pri masi okoli 35 kDa, kar nakazuje na prisotnost caminizina 
zaradi proteolitične razgradnje ostalih proteinov prisotnih v vzorcu. 
Prav tako je pri klonih W3PRO (procaminizin, preglednica 19) in W2PRE (preprocaminizin, 
preglednia 19) prisotnih večje število lis proteinov, ki so se nespecifično vezali na 
stacionarno fazo (priloga B), zato je lisa, ki naj bi predstavljala caminizin verjeno težko 
določljiva.  
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Slika 20: NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov rekombinantnega 
ciminizina, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona z oznako W4PER3 (caminizin, preglednica 19) v 50 ml 
gojišča GOTCp. Na sliki je razvidna lestvica - PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, 
ZDA) (1), supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona W4PER3 (caminizin, preglednica 19) 
(2), spiranje s pufrom A (3) elucije – pufer B (4, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Lestvica je 
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Slika 21: NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov rekombinantnega 
ciminizina, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona z oznako W4PER14 (caminizin, preglednica 19) v 50 ml 
GOTCp. Na sliki je razvidna lestvica - PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
(3), supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona W4PER14 (caminizin, preglednica 19) (1), 
spiranje s pufrom A (3) elucije - pufer B (4,5,6,7 in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Lestvica je prikazana 
v kDa. V prvi elucijski frakciji (4) je vidna razgradnja nespecifično vezanih proteinov. Vidna je proteolitična 
aktivnost v frakciji prve elucije, ki ustreza velikosti okoli 35 kDa (A). 
 
4.4.1.3 Izolacija rekombinantnega caminizina gojenega v končnem volumnu 200 ml 
GOTCp 
 
Zaradi velikega številnih proteinov, ki so se ne-specifično vezali na stacionarno fazo (slike 
18-21), smo poskus ponovili v večjem volumnu (200 ml GOTCp). Na sliki NaDS-PAGE 
gela pozitivne kontrole (pernizin, preglednica 19) (slika 22), lahko opazimo več močnejših 
lis v velikosti okoli 45 kDa, 30 kDa in 25 kDa. Glede na to, da sta se lisi v velikosti 45 kDa 
in 30 kDa pojavili tudi na NaDS-PAGE gelu negativne kontrole (slika 18) in da so Šnajder 
in sod. (2019) opisali prisotnost pernizina AP pri 23 kDa, je mogoče, da se pernizin ali 
caminizin pojavljata pri velikosti okoli 25 kDa. 
Vzorca W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) (sliki 23 in 24) sta bila prav tako 
gojena v končnem volumnu 200 ml GOTCp, sta kljub segrevanju videti dokaj razgrajena in 
na NaDS-PAGE gelu ne opazimo jasno razvidnih lis. Tudi lestvica je delno razgrajena. Ker 
je caminizin temperaturno stabilna proteaza je možno, da je kljub segrevanju in prisotnosti 
močnega detergenta (NaDS), ohranil aktivnost in povzročil razgradnjo ostalih proteinov. 
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Slika 22: NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov rekombinantnega 
pernizina, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19) v 200 ml gojišča 
GOTCp. Na sliki je razvidno gojišče (1), supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona pozitivna 
kontrola (pernizin, preglednica 19) (2), spiranje s pufrom A (3), lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein 
Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (4), elucije - pufer B (4, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). 
Lestvica je prikazana v kDa. Močnejše lise se pojavljajo pri velikosti okoli 45 kDa (A), 30 kDa (B) in 25 kDa 
(C). 
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Slika 23: NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov rekombinantnega 
ciminizina, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona z oznako W4PER3 (caminizin, preglednica 19) v 200 ml 
GOTCp. Na sliki je razvidno supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija sklona W4PER3 (caminizin, 
preglednica 19)(1), spiranje s pufrom A (2), lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 
Scientific, ZDA) (3), elucije - pufer B (4, 5, 6, 7), končno spiranje z 2M imidazolom (8). Lestvica je prikazana 
v kDa. Lise niso jasno razvidne (A), možno je da je caminizin ohranil aktivnost in povzročil razgradnjo ostalih 
proteinov. 
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Slika 24 NaDS-PAGE analiza z NiNTA afinitetno kromatografijo izoliranih proteinov rekombinantnega 
ciminizina, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona z oznako W4PER14 (caminizin, preglednica 19) v 200 ml 
GOTCp. Na sliki je razvidno supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija seva W4PER14 (caminizin, 
preglednica 19) (1), spiranje s pufrom A (2), elucije - pufer B (3, 5, 6, 7), lestvica- PageRulerTM Plus Prestained 
Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (4) in končno spiranje z 2M imidazolom (8). Lestvica je prikazana 
v kDa. Lise niso jasno razvidne (A), možno je da je caminizin ohranil aktivnost in povzročil razgradnjo ostalih 
proteinov. 
Zaradi visoke stopnje razgradnje proteinov v vzorcih prikazanih na slikah 23 in 24 smo 
vzorca W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) inaktivirali po postopku 
opisanem v poglavju 3.3.17. Po inaktivaciji smo, enako kot za ostale vzorce, izvedli analizo 
s pomočjo NaDS-PAGE opisano v poglavju 3.3.16.  Kot je prikazano v prilogi C smo dobili 
manjše število lis, vendar kljub temu lise, ki ustrezajo predvideni velikosti caminizina ne 
moremo jasno določiti. 
 
4.4.2 Prikaz razgradnje kazeina na cimogramih izbranih vzorcev očiščenih z 
afinitetno  kromatografijo   
 
Cimografije smo izvedli po postoku opisanem v poglavju 3.3.10.  
Na sliki 25 je prikazana negativna kontrola - S. rimosus ΔOTC pVF (preglednica 19) gojena 
v 50 ml gojišča GOTCp. V frakciji gojišča je vseeno vidna manjša  razgradnja. Opaženo 
razgradnjo kazeina in posledično razbarvanost cimograma smo pripisali prisotnosti nativnih 
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Slika 25: Slika cimograma negativne kontrole izolirane z afinitetno kromatografijo NiNTA, ki je bila 
pridobljena s kultivacijo klona S. rimosus ΔOTC pVF v 50 ml gojišča GOTCp. Na sliki je razvidna lestvica- 
PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (1), gojišče (2), spiranje s pufrom A 
(3) elucije - pufer B (4, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Lestvica je prikazana v kDa. 
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Slika 26: Slika cimograma rekombinantnega pernizina-pozitivna kontrola (preglednica 19) izoliranega z 
afinitetno kromatografijo NiNTA, ki je bil pridobljen s kultivacijo klona z oznako pozitivna kontrola (prenizin, 
preglednica 19) v 200 ml GOTCp. Na sliki je razvidna lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 
(Thermo Scientific, ZDA) (1), supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona pozitivna 
kontrola(2), spiranje s pufrom A (3), elucij e- pufer B (4, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). 
Lestvica je prikazana v kDa. Pernizin je razgradil kazin do velikosti 23 kDa (B), vidna je močnejša 
koncentracija pernizina med 55 in 70 kDa (A), kar nakazuje na prisotnost dimerov. 
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Poleg negativne kontrole (preglednica 19) sta bila v končnem volumnu 50 ml GOTC gojena 
še W3PRO (procminizin, preglednica 19) in W2PRE (precaminizin, preglednica 19) (priloga 
D). Na njunih cimogramih lahko opazimo manjšo razgradnjo kazeina, vendar je lisa 
razgradnje kazeina previsoko, da bi ustrezala dejanski velikosti. Sklepamo, da je izoliran 
encim izgubil aktivnost, preden je pripotoval do končnega mesta na gelu. 
Pozitivno kontrolo (pernizin, preglednica 19), ter klona z oznakami W4PER3 in W4PER14  
(caminizin, preglednica 19) smo gojili tudi v večjih volumnih (200 ml GOTCp). Slika 26 
prikazuje cimogram pozitvne kontrole (pernizin, preglednica 19), kjer lahko opazimo, da je 
pernizin razgradil kazin do velikosti 23 kDa; vidna je močnejša koncentracija med 55 in 70 
kDa, kar nakazuje na prisotnost dimerov. Najvišja aktivnost pernizina je vidna v drugi 
frakciji elucije. 
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Slika 27: Slika cimograma rekombinantnega caminizina izoliranega z afinitetno kromatografijo NiNTA, ki je 
bil pridobljen s kultivacijo klona  W4PER14 (caminizin, preglednica 19) v 200 ml GOTCp. Na sliki je razvidna 
lestvica - PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (4), supernatant gojišča v 
katerem je potekala kultivacija klona W4PER14 (caminizin, preglednica 19) (1), spiranje s pufrom A (2), 
elucije - pufer B (3, 5, 6, 7) in končno spiranje z 2M imidazolom (8). Lestvica je prikazana v kDa. Velika cona 
razgradnje, ki ustreza velikosti okrog 35 kDa, je vidna v prvi in drugi elucijski frakciji (A); manjše cone 
razgradnje so vidne tudi v tretji in četrti elucijskih frakcijah in v frakciji končnega spiranja z 2M imidazolom 
(B); prav tako lahko opazimo manjšo razgracnjo v stolpcih 2 in 4 (C), kar je poslednica manjšega razlitja prve 
elucijske frakcije v sosednji jamici pri nanašanju na cimogram.   
 
Visoka aktivnost caminizina je vidna tudi na cimogramih W4PER14 in W4PER3 (caminizin, 
preglednica 19). Na sliki 27 lahko opazimo delno razgrajeno lestvico in veliko cono 
razgracnje kazeina vzorca W4PER14 (caminizin, preglednica 19), predvsem v prvi in drugi 
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frakciji elucije. Tudi na cimogramu W4PER3 (caminizin, preglednica 19) (slika 28) lahko 
opazimo vidno razgradnjo kazaina, pri čemer je le-ta največja v drugi frakciji. V obeh 
primerih gre za caminizin, s teoretično velikostjo 35,021 kDa, kar ustreza velikosti 
razgradnje, ki se pojavlja v frakcijah z najvišjo aktivnostjo. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 
 
Slika 28: Slika cimograma rekombinantnega caminizina izoliranega z afinitetno kromatografijo NiNTA, ki je 
bil pridobljen s kultivacijo klona  W4PER3 (caminizin, preglednica 19) v 200 ml GOTCp. Na sliki je razvidna 
lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (3), supernatant gojišča v 
katerem je potekala kultivacija vzorca W4PER3 (caminizin, preglednica 19) (1), spiranje s pufrom A (2) 
elucije- pufer B (4,5,6,7), končno spiranje z 2M imidazolom (8). Lestvica je prikazana v kDa. Velika cona 
razgradnje, ki ustreza velikosti okrog 35 kDa, je vidna v drugi elucijski frakciji (A); manjše cone razgradnje 
so vidne tudi v prvi (B), drugi in tretji elucijski frakciji in v frakciji končnega spiranja z 2M imidazolom (C). 
 
4.4.3 Detekcija z afinitetno kromatografijo izoliranih vzorcev z metodo točkovnega 
nanosa in prenosa po Westernu 
 
Ker smo za prenos po Westernu uporabili Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, 
ZDA), katerih komercialno pripravljeni geli vsebujejo fluorescentno barvilo, smo lahko 
poliakrilamidne gele pred prenosom na nitrocelulozno membrano slikali pod UV lučjo (slika 
29). Pri vseh vzorcih sta razvidni dve močnejši lisi velikosti 25 in 75 kDa, ki pa glede na 
rezultate prenosa po Westernu (slika 30), ne ustrezata velikosti prenizina.  
Na sliki 30 je prikazana nitrocelulozna membrana po prenosu po Westernu. Lisa vzorca 
W3PRE (preprocaminizin, preglednica 19) (slika 30, stolpec 1, oznaka A) se pojavlja na 
višini, ki ustreza velikosti okrog 44 kDa, kar ustreza teoretični velikosti 44,346 kDa 
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(preprocaminizin HT). Velikost okrog 41- 42 kDa, pri kateri se pojavlja lisa vzorca W2PRO 
(procaminizin, preglednica 19) (slika 30, stolpca 2 in 3, oznaka B), prav tako ustraza 
teoretični velikosti procaminizina HT 41,576 kDa. Lisa vzorca pozitivna kontrola (pernizin, 
preglednica 19) (slika 30, stolpca 4 in 5, oznaka C) je prisotna na višini, ki predstavlja 
velikost okrog 38 kDa, kar je nekoliko višje od teoretične velikosti 35,021 (pernizin HT). 
Velikost 39-41 kDa, pri kateri se pojavlja lisa vzorca W4PER14 (caminizin, preglednica 19) 
(slika 30, stolpca 7 in 8, oznaka D), je prav tako nekoliko višje od teoretične velikosti 35,021 
(caminizin HT). Lisa vzorca W4PER3 (caminizin, preglednica 19) (slika 30, stolpca 9 in 10, 
oznaka E), ki producira enako obliko caminizina kot vzorec W4PER14 (caminizin, 
preglednica 19), je zelo šibka in se pojavlja na višini, ki ustreza velikosti okoli 38 kDa. 
Čeprav se opažene velikosti nekoliko razlikujejo od pričakovanih iz nitroceluloznih 
membran težko natančno ocenimo velikost proteinov, saj pri prenosu na membrano lahko 
pride do zamika med gelom in membrano oziroma izgubi ostrino. 
 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
 
Slika 29: Slika poliakrilamidnega gela pred prenosom na nitrocelulozno membrano. Gre za posamezne frakcije 
elucije (E2, E3 ali E4) afinitetne kormatografije vzorcev W2PRE (preprocaminizin, preglednica 19) E3 (1), 
W3PRO (procaminizin, preglednica 19) E3 (2) in E2 (3), pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19 E4 (4) 
in E3 (5), W4PER14 (caminizin, preglednica 19) E3 (7), E2 (8) in W4PER3 (caminizin, preglednica 19) E3 
(9), E2 (10), negativna kontrola (preglednica 19) E3 (11) E2 (12). Lestvica Precision Plus Protein™ Dual Color 
Standard (6,13) je prikazana v kDa. 
 
Ko smo primerjali sliko NaDS-PAGE gela (slika 29) in nitrocelulozno membrano, ki smo jo 
dobili po prenosu po Westrnu (slika 30) iz istega gela, smo opazili, da se na NaDS-PAGE 
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gelu ne vidi lis, ki jih opazimo na nitrocelulozni membrani po prenosu po Westernu. 
Sklepamo, da so bile koncentracije izoliranih vzorcev prenizke, da bi jih lahko opazili na 
komercialnem predpripravljenem gelu, ki vsebuje barvilo, ki omogoča vizualizacijo na gelu 
pod UV lučjo, oziroma barvilo ni dovolj občutljivo, da bi lahko zaznali nizke koncentracije 
proteinov. Prav tako smo za detekcijo na nitrocelulozni membrani uporabili detekcijo s 
konjugiranimi primarnimi protitelesi in kromogenim substratom, ki imajo nižjo občutljivost 
kot npr. uporaba primarnih in sekundarnih protiteles ter detekcija konjugiranih protiteles s 
fluorescentnimi proteini in detekcija s kemiluminiscenco. 
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Slika 30: Prikaz izbranih vzorcev po prenosu po Westernu na nitrocelulozni membrani. Gre za posamezne  
frakcije elucije (E2, E3 ali E4) afinitetne kormatografije vzorcev: (A, stolpec 1) W2PRE (preprocaminizin, 
preglednica 19) elucijska frakcija E3 (1), (B, stolpca 2 in 3) W3PRO (procaminizin, preglednica 19) elucijski 
frakciji E3 (2) in E2 (3), (C stolpca 4 in 5) pozitivna kontrola  (pernizin, preglednica 19) elucijski frakciji E4 
(4) in E3 (5), (D, stolpca 7 in 8) W4PER14 (caminizin, preglednica 19) elucijski frakciji E3 (7), E2 (8) , (E, 
stolpca 9 in 10) W4PER3 (caminizin, preglednica 19)elucijski frakciji E3 (9), E2 (10), (F, stolpca 11 in 12) 
negativna kontrola (preglednica 19) elucijski frakciji E3 (11), E2 (12). Lestvica Precision Plus Protein™ Dual 
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4.4.4 Vrednotenje proteolitične aktivnosti rekombinantnega caminizina 
proizvedenega z bakterijo S. rimosus z azokazeinskim testom 
 
Po končani afinitetni kromatografiji (poglavje 3.3.9) smo vsem pridobljenim frakcijam 
določili proteolitično aktivnost (priloga F) z azokazeinskim testom po postopku, opisanem 
v poglavju 3.3.5. Pri klonih z oznakonami W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 
19), W2PRE (preprocaminizin, preglednica 19), W3PRO (procaminizin preglednica 19), 
POZ.- pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19) in NEG.– negativna kontrola 
(preglednica 19), ki so bili gojeni v končnem volumnu 50 ml GOTCp (slika 31) smo 
proteolitično aktivnost caminizina zaznali že v samem supernatantu. Pri frakcijah, ki smo jih 
odvzeli po spiranju s pufrom A (pufrom za izpiranje) proteolitične aktivnosti nismo zaznali 
praktično pri nobenem vzorcu. Visoko proteolitično aktivnost smo izmerili v elucijskih 
frakcijah, ki smo jih naredili s pufrom B (elucijski pufer) pri klonih z oznakami W4PER14 
(caminizin, preglednica 19) in pozitivna kotrola (pernizin, preglednica 19), kjer smo izmerili 
proteolitično aktivnost že v prvi frakciji. Najvišjo proteolitično aktivnost smo izmerili v 
drugi elucijski frakciji s pufrom B pri že omenjenih klonih z oznakami W4PER14 
(caminizin, preglednica 19) in pozitivna kotrola (pernizin, preglednica 19). V tretji in četrti 
elucijski frakciji s pufrom B smo izmerili nižje proteolitične aktivnosti kot pri drugi elucijski 
frakciji, kar nakazuje na to, da se je večina pre/pro/caminizina eluirala v drugi frakciji. Višjo 
proteolitično aktivnost smo izmerili tudi v zadnji elucijski frakciji, ko se najverjetneje zaradi 
povišane koncentracije imidazola eluirajo rekombinantni encimi, ki so bili močneje vezani 
na kolono. 
 
Kloni z oznakami W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in pozitivna kontrola 
(pernizin, preglednica 19) so bili gojeni v končnem volumnu 200 ml GOTCp (slika 32). 
Proteolitično aktivnost smo zaznali v supernatantu; pri frakcijah, ki smo jih odvzeli po 
spiranju s pufrom A (pufrom za izpiranje) pa proteolitične aktivnosti ni bilo pri nobenem 
vzorcu. Visoko proteolitično aktivnost smo izmerili v elucijskih frakcijah, ki smo jih naredili 
s pufrom B (elucijski pufer) pri klonih z oznakami W4PER14 (caminizin, preglednica 19) 
in pozitivna kotrola (pernizin, preglednica 19), kjer smo izmerili proteolitično aktivnost že 
v prvi frakciji. Najvišjo proteolitično aktivnost smo izmerili v drugi elucijski frakciji s 
pufrom B pri že omenjenih klonih z oznakami W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in 
pozitivna kotrola (pernizin, preglednica 19). V tretji in četrti elucijski frakciji s pufrom B 
smo izmerili nižje proteolitične aktivnosti kot pri drugi elucijski frakciji. Višjo proteolitično 
aktivnost smo izmerili tudi v zadnji elucijski frakciji. Podobne rezultate meritev prikazuje 
slika 31, le da proteolitična aktivnost v splošnem nižja, kar pripišemo gojenju v manjšem 
volumnu – 50 ml GOTCp namesto 200 ml GOTCp  
Iz vzorcev z najvišjo azokazeinsko aktivnostjo smo izračunali specifično proteolitično 
aktivnost (U/mg) (priloga H), prikazano na sliki 33. In sicer smo najprej z BCA testom 
(poglavje 3.3.18), s pomočjo umeritvene krivulje (priloga E) določili celokupno 
koncentracijo proteinov v vzorcu (priloga G) in nato z njo delili aktivnost pridobljeno z 
azokazeinskim testom. Iz grafa na sliki 33 je razvidno, da ima najvišjo specifično 
proteolitično aktivnost caminizin v elucijski frakciji E2, ki je bil izražen v  klonu z oznako 
W4PER14 (caminizin, prglednica 19), gojen v končnem volumnu 200 ml GOTCp. Drugo 
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najvišjo specifično proteolitično aktivnost kažeta klona z oznako POZ- pozitivna kontrola 
(pernizin, preglednica 19), gojena v končnem volumnu 200 ml in 50 ml GOTCp. Prav tako 
lahko opazimo, da je najvišja specifična proteolitična aktivnost prisotna v drugi in nato v 
tretji elucijski frakciji. Vzorec W4PER3 (caminizin, preglednica 19) na splošno kaže nizko 
specifično proteolitično aktivnost.     
 





























Slika 31: Grafični prikaz proteolitične aktivnosti rekombinantnega caminizina oz. pernizina v posameznih 
frakcijah (supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija seva, spiranje, elucijske frakcije - E1, E2, E3, 
E4 in končno spiranje z 2 M imidazolom) različnih klonov S. rimosus ΔOTC gojenih v končnem volumnu 50 
ml GOTCp. Vzorce: W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19), W2PRE (preprocaminizin, 
preglednica 19), W3PRO (procaminizin, preglednica 19), NEG.-negativna kontrola (preglednica 19) in POZ.- 
pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19) smo testirali z azokazeinskim testom in aktivnost preračunali v 
azokazeinske enote (U/ml).  
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Slika 32: Grafični prikaz proteolitične aktivnosti rekombinantnega caminizina oz. pernizina v posameznih 
frakcijah (supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija seva, spiranje, elucijske frakcije - E1, E2, E3, 
E4 in končno spiranje z 2 M imidazolom) različnih klonov S. rimosus ΔOTC, gojenih v končnem volumnu 200 
ml GOTCp. Vzorce- W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in POZ. (pernizin, preglednica 19) 
smo testirali z azokazeinskim testom in aktivnost preračunali v azokazeinske enote (U/ml).  
 
 
Slika 33: Grafični prikaz specifične aktivnosti caminizina oz.  pernizina v posameznih frakcijah (supernatant 
gojišča v katerem je potekala kultivacija seva, spiranje, elucijske frakcije - E1, E2, E3, E4 in končno spiranje 
z 2 M imidazolom) različnih klonov S. rimosus ΔOTC »white«, gojenih v končnem volumnu 50 ml ali 200 ml 
GOTCp. Vzorce- W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in POZ. (pernizin, preglednica 19) smo 
testirali z azokazeinskim testom, aktivnost preračunali v azoakazeinske enote (U/ml) in nato s pomočjo 
celokupne koncentracije proteinov v specifično aktivnost (U/mg). 























































POZ. 50 ml W4PER14 200 ml
W4PER3 200 mlPOZ. 200 ml
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5 RAZPRAVA  
 
Predhodne raziskave (Carrillo Rincón in sod., 2018) so pokazale, da lahko bakterija S. 
rimosus uspešno izraža aktivne heterologne encime, kar jo uvršča med zanimiva platforme 
za izražanje heterolognih proteinov. Zato smo v magistrski nalogi želeli preveriti uporabnost 
S. rimosus za produkcijo termostabilne proteaze caminizin arheje A. camini. 
 
Uporabili smo S. rimosus ΔOTC, ki ima izbito gručo biosinteznih genov za produkcijo 
antibiotika oksitetraciklina (OTC). Ker caminizin poleg aktivne oblike vsebuje še pre- in 
pro- sekvenco, ki sta odgovorni za izločanje in pravilno zvijanje proteina (Catara in sod., 
2003), smo uporabili klone, ki izražajo zrelo obliko caminizina (W4PER, preglednica 19); 
klone, ki izražajo preprocaminizin (W2PRE, preglednica 19) in klone, ki izražajo 
procaminizin (W3PRO, preglednica 19). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili klon, ki 
izraža pernizin - S. rimosus ΔOTC pVF tcp srT pernisine AP CO HT, kjer gre, v nasprotju z 
ostalimi plazmidnimi konstrukti (pAB04, caminizin arheje A.camini, ermE*), za replikativni 
plazmid pVF, ki vsebuje zapis za pernizin arheje A. pernix in promotor tcp80, zato 
rekombinantnih homologov pernizina in caminizina brez podrobnejših biokemijskih testov 
ne moremo primerjati. 
Skupaj z raziskovalcema Alenom Pšeničnikom in dr. Luko Kranjcem smo uspešno pripravili 
in potrdili ustreznost plazmidnih konstruktov za zrel caminizin (pAB04 ermE* srT Per AC 
CO HT), preprocaminizin (pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT) in procaminizin 
(pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT) (slika 13). Po transfromaciji in gojenju smo s cPCR 
in gelsko elektroforezo (slika 14) potrdili integracijo gena za tarčni protein v genomu. 
Prisotnost gena za tarčni protein v genomu S. rimosus pa še ne pomeni nujnega izražanja, 
saj je za omenjeno vrsto streptomicet značilna visoka genetska nestabilnost (Carrillo Rincón 
in sod., 2018). Prav tako pa ima močan vpliv na izražanje in izločanje encima sama 
morfologija posameznega klona, ki lahko zaradi različne kompleksnosti celične membrane 
onemogoči prehod iz celice. Poleg omenjenih faktorjev igra pomembno vlogo tudi sestava 
gojišča in pogoji v katerih gojimo streptomicete, ki vplivajo na hitrosti rasti in izražanje 
komponent, ki so pomembne za sekrecijo. Kljub temu lahko s cPCR pridobimo informacijo 
ali je bil zapis za rekombinantni encim vgrajen v celoti in tako posredno sklepamo, kateri 
kloni potencialno izražajo tarčni protein.  
Izbranim klonom s potrjeno integracijo plazmida, smo izmerili proteolitično aktivnost s 
pomočjo azokazeinskega testa. Gre za enostavno metodo, kjer preko spremljanja razgradnje 
azokazeina lahko posredno vrednotimo proteolitično aktivnost in s tem ocenimo količino 
proizvedenega encima in, ob določitvi celokupne koncentracije proteinov, tudi specifično 
proteolitično aktivnost (U/mg) proteina. S tem testom smo najprej testirali večje število 
klonov (slika 15) in se ob pomoči rezultatov testiranja cPCR odločili glede izbora 
transformant, ki smo jih uporabili v nadaljnjih testiranjih.  
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Ena od prednosti bakterij S. rimosus je sposobnost izločanja proteinov v gojišče, zato je bila 
v konstrukte na 5' dodana signalna nativna sekvneca srt bakterije S. rimosus, ki omogoča 
izločanje nezvitih proteinov preko Sec signalne poti (Natale in sod., 2008). S preverjanjem 
znotrajcelične koncentracije caminizina z azokazeinskim testom (slika 16) smo ugotovili, da 
se proteini uspešno izločajo v gojišče in da se v gojišču nahaja 74-80 % celokupne aktivnosti 
rekombinantnega caminizina. 
Eden izmed problemov za izolacijo in vrednotenje izražanja rekombinantnih proteinov v 
bakteriji S. rimosus je uporaba zelo kompleksnega produkcijskega gojišča GOTCp, ki se 
uporablja za produkcijo sekundarnega metabolota – antibiotika OTC v S. rimosus. Pogosto 
je izražanje heterolognih proteinov vključeno v procese sekundarnega metabolizma. Zato 
smo želeli razviti alternativen postopek gojenja z uporabo različnih gojišč (2TY, LB, CRM, 
TSB, TB, GOTCv, GOTCp), ki jih (z izjemo gojišča GOTCv) sestavljajo popolnoma topne 
komponente. Kot je prikazano na sliki 17, se je za dosego visokih donosov rekombinantnega 
caminizina kot najbolj primerno izkazalo gojišče GOTCp. To lahko razložimo z načinom 
življenja streptomicet. Streptomicete živijo v okolju s kompleksnimi substrati, zato morajo 
imeti močan in dobro razvit sekretorni sistem in različne hidrolitične encime, da lahko 
dostopajo do teh substratov (Hodgson, 2000). Obstaja visoka verjetnost, da se začnejo 
komponente sekretornih poti izražati šele ob prisotnosti kompleksnih hranil, kar pomeni, da 
se bo heterologno izraženi protein, ki ima pripeto signalno sekvenco za izločanje iz celice, 
začel izločati šele, ko celica doseže ustrezno fazo rasti. Druga hipoteza pa je povezana z 
rastjo, saj celice v gojiščih z lahko-asimilirajočimi viri ogljika (enostavnih slakorjih) hitreje 
rastejo in vso energijo usmerijo v rast, v kompleksnejših gojiščih pa rastejo počasneje in svoj 
metabolizem usmerijo v sintezo različnih encimov in sekundarnih metabolitov. Glede na 
raziskave Anné in sod. (2012) komponente gojišča vplivajo na metabolno stanje in 
morfologijo streptomicet, kar vpliva na hitrost rasti in tudi produkcijo heterolognih 
proteinov. Zato je potrebno vrsto in dostopnost hranil natančno nadzorovati. Podrobno bi 
bilo potrebno preučiti tudi metabolni pretok hranil, ki nam omogoči vpogled v porabo hranil 
in energije v celici (Anné in sod., 2012). Možnost, da bi obšli omejitve uporabe kompleksnih 
gojišč, bi bila deregulacija izražanja komponent sekretornih poti v gostiteljskem sevu.  
Glede na predhodna testiranja in testiranja gojišč smo kot zanimive klone za nadaljnja 
testiranja izbrali W4PER3 in W4PER14 (caminizin, preglednica 19), W3PRO 
(procaminizin, preglednica 19) in W2PER (preprocaminizin, preglednica19), ki smo jih 
gojili po uveljavljenem postopku (2 dni CRM, 3 dni GOTCp pri 28oC in 220 obratov/minuto) 
in nato z afinitetno kromatografijo izolirali rekombinantni caminizin. Sledila je detekcija 
izoliranih proteinov z NaDS-PAGE in cimografijo, nato pa še vrednotenje aktivnosti 
rekombinantnega caminizina in dokončna potrditev s prenosom po Westernu.  
Ker smo na NaDS-PAGE gelih (slike 18-21, priloga B) opazili več različnih lis, ki so 
prisotne tudi pri negativni kontroli, lahko sklepamo, da afinitetna kromatografija ni 
omogočila pridobitve čistega proteina. Rezultati kažejo, da lahko določeni nativni proteini 
tvorijo kooridnacijsko vez z Ni2+ ali pa se na kolono vežejo zaradi nespecifičnih 
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elektrostatskih interakcij (Carrillo Rincón, 2016). Prav tako pa sta z Ni2+ poleg histidina 
tvoriti koordinacijsko vez tudi aminokislinama cistein in triptofan (Voráčková in sod., 2011). 
Da bi rešili to težavo, bi lahko namesto histidinskega repka, uporabili drugačen repek, kot 
na primer GST repek; ali pa podaljšali število histadinov iz 6 na 12. Lahko bi vzorce filtrirali 
skozi membrane, ki prepuščajo proteine določenih velikosti in nato z afinitetno 
kromatografijo izolirali le proteine podobnega velikostnega ranga, kot je tarčni protein. 
Nespecifičnih elektrostatskih interakcij bi se lahko znebili tudi z optimizacijo pogojev, 
predvsem koncentracijami različnih spojin (imidazol, Na2H2PO4, NaCl), volumni spiranja s 
posameznimi raztopinami in pH oziroma z avtomatiziranim sistemom za izolacijo proteinov. 
Zanimivo je, da se skozi vse NaDS-PAGE gele pojavljajo tri močnejše lise proteinov, 
velikosti okoli 70,  45 in 30 kDa. Podobne rezultate je dobil tudi Carrillo Rincón (2016), ki 
je po čiščenju izbranega rekombinantnega proteina – fitaze, ki ga je izražal z bakterijo S. 
rimosus ΔOTC, na NaDS-PAGE gelih opazil lise v velikosti 40, 45 in 70 kDa. Lise je izrezal 
in analiziral z LC-MS/MS. Rezultati analize so pokazali, da gre za nativne proteine bakterije 
S. rimosus: glicerofosforil diester fosfodiesterazo, sekrecijsko tripeptidil aminopeptidazo in 
fosfolipazo C. Tudi naši rezultati nakazujejo na pojav nativnih proteinov podobne velikosti. 
Da bi preprečili pojavljanje znanih nativnih proteinov v očiščenih vzorcih tarčnega proteina, 
bi lahko omenjene gene inaktivirali ali pa dodatno optimizirali pogoje spiranja in elucije. 
Glede na sestavo konstruktov (poglavje 3.2.3) smo na gelih pričakovali lise v velikosti 
44,346 kDa za rekombinantni preprocaminizin HT; 41,576 kDa za rekombinantni 
procaminizin HT in 35,021 za rekombinantni caminizin HT. Vendar so bile lise, ki ustrezajo 
posameznim oblikam caminizina, zaradi pojavljanja velikega števila lis, težko določljive. 
Zato smo prisotnost tarčnega proteina potrdili z nadaljnjimi analizami - cimografijo in 
prenosom po Westernu. 
Pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19), se glede na rezultate NaDS-PAGE (sliki 19 in 
22) in cimografije (slika 26) pojavlja na višini, ki ustreza velikosti 23-25 kDa. Na siki 
cimograma je prav tako močno prisotnost dimerov v velikosti 55-70 kDa. Rezultati se 
ujemajo z raziskavami izražanja pernizina arheje A. pernix v bakteriji  E. coli (Šnajder in 
sod., 2012) in bakteriji S. rimosus (Šnajder in sod., 2019). Šnajder in sod. (2019) so kot eno 
izmed možnih razlag, zakaj pride do razlike med teoretično in dobljeno velikostjo, navedli 
možnost, da pri visokih koncentracijah proteina pride do avtokatalitične razgradnje. Druga 
razlaga, ki so jo ponudili je, da pride do nepopolnega razvitja proteina, saj je pernizin  
stabilen tudi v prisotnosti relativno visokih koncentracij detergentov, in zato protein na 
poliakrilamidnem gelu potuje hitreje (Šnajder in sod., 2012; Šnajder in sod., 2019). 
Na slikah NaDS-PAGE gelov (sliki 20 in 21) na katere so bile nanešene elucijske frakcije  
klonov W4PER3 (caminizin, preglednica 19) in W4PER14 (caminizin, preglednica 19), ki 
sta bila gojena v končnem volumnu 50 ml GOTCp 3 dni pri 28oC in 220 obratov/minuto, 
smo na gelu prav tako opazili večje število lis. Pri klonu W4PER14 (caminizin, preglednica 
19) (slika 21) je vidna tudi razgradnja proteinov v višini, ki ustreza velikosti 35 kDa, kar 
ustreza pričakovani velikosti zrelega caminizina (Šnajder in sod., 2019). Ker je caminizin 
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termostabilna proteaza, ki je močno odporna proti številnim denaturacijskim dejavnikom, 
kot so detergenti, organska topila, kemijski agensi in visoka temperatura (Palmieri in sod., 
2005), je  verjetno, da se obnaša podobno kot pernizin in sicer ohrani strukturo in 
proteolitično aktivnost kljub prisotnosti detergenta NaDS in segrevanju pred nanosom na 
poliakrilamidni gel. To nakazujeta tudi gela NaDS-PAGE (sliki 23 in 24), na katere so bile 
nanešene elucijske frakcije klonov W4PER3 (caminizin, preglednica 19) in W4PER14 
(caminizin, preglednica 19) gojenih v končnem volumnu 200 ml GOTCp 3 dni pri 28oC in 
220 obratov/minuto, kjer je vidna popolna razgradnja proteinov. Omenjena vzorca smo zato 
inaktivirali s TCA, acetonom in proteaznim inhibitorjem (poglavje 3.3.11), vendar iz slik 
gelov NaDS-PAGE gelov, na katere so bile nanešene elucijske frakcije inaktiviranih klonov 
W4PER3 (caminizin, preglednica 19) in W4PER14 (caminizin, preglednica 19) (priloga C) 
še vedno ni jasno razvidno katere lise pripadajo caminizinu, saj se hkrati pojavlja na gelu 
več lis.  
Prvo indikacijo, da smo uspešno izolirali caminizin, smo tako dobili šele pri izvedbi 
cimografije. Glede na razgradnjo na cimogramih predvsem v elucijah E2 in E3 klonov 
W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in W4PER3 (caminizin, preglednica 19) (sliki 27 in 
28) in detekcijo s prenosom po Westernu (slika 30, stolpci 7-10, oznaki D in E), smo zaznali 
manjšo razliko višini lis, saj se omenjena vzorca na cimogramu pojavlja na mestu, ki ustreza 
velikosti 35 kDa, pri prenosu po Westernu (slika 30, stolpci 7-10, oznaki D in E) pa na mestu, 
ki ustreza velikosti 38-41 kDa. Možen razlog za razliko med višino lis, ki smo jih pridobili 
na cimogramih (slika 27 in 28) z vzorci W4PER14 (caminizin, preglednica 19) in W4PER3 
(caminizin, preglednica 19) in s prenosom po Westernu (slika 30), bi lahko obrazložili z 
avtokatalitično razgradnjo caminizina na C-terminusu, kjer se nahaja histidinski repek – v 
kolikor bi prišlo do delne razgradnje caminizina na C-terminusu, ki ga lahko razgradijo 
serinske proteaze (Lykkemark in sod., 2014), bi caminizin še vedno obdržal proteolitično 
aktivnost, medtem ko se 6x His specifična protitelesa nebi bila več sposobna vezati na sam 
encim, kar bi onemogočilo detekcijo delno razgrajenih produktov. Na nitrocelulozni 
membrani se pojavljajo tudi dvojne lise, ki nakazujejo na različne različne stopnje 
procesiranja, kar so pri rekombinantnem pernizinu v nekoliko drugačnem razmerju opazili 
tudi Šnajder in sod. (2019). Klona W3PRO (procaminizin, preglednica 19) in W2PRE 
(preproecaminizin, preglednica 19) prav tako kažeta večje število lis na slikah gelov NaDS-
PAGE (priloga B) in nižjo stopnjo razgradnje kazeina na cimogramih (priloga D) vendar 
zaradi nizke proteolitične aktivnosti iz cimogramov nismo mogli oceniti njune veliksoti. Na 
nitrocelulozni membrani prenosa po Westernu (slika 30) so prisotne lise, ki ustrezajo 
pričakovani velikosti 44 kDa za rekombinantni preprocaminizin HT (W3PRE, preglednica 
19) (slika 30, stolpec 1, oznaka A) in 42 kDa za rekombinantni procaminizin HT (W2PRO, 
preglednica 19) (slika 30, stolpca 2 in 3, oznaka B).  
Poleg potrditve uspešno izraženega heterolognega proteina proizvedenega z bakterijo S. 
rimosus je za nadaljnjo uporabnost ekspresijskega sistema izredno pomembno, da 
heterologno izraženi protein ohrani aktivnost. Ker je naš izbrani protein proteaza, smo 
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proteolitično aktivnost različnih frakcij po afinitetni kromatografiji določili z uporabo 
azokazeinskega testa. Po določitvi azokazeinske aktivnosti (U/ml) (sliki 31 in 32) smo za 
izbrane vzorce izračunali specifično proteolitično aktivnost (U/mg) (slika 33). Najvišjo 
proteolitično in specifično proteolitično aktivnost imata vzorca W4PER14 (caminizin, 
preglednica 19) in pozitivna kontrola (pernizin, preglednica 19) v drugi frakciji elucije. Ti 
rezultati se skladajo z, v prejšnjem odstavku opisanim, rezultatom cimografije in prenosa po 
Westernu, kjer za omenjene vzorce opazimo dobro razgradnjo kazeina v gelu oz. močno liso 
na nitrocelulozni membrani.  
Vsekakor moramo poudariti, da so naša predvidevanja in potek eksperimentov temeljili na 
predhodnih izkušnjah izražanja rekombinantnega pernizina arheje A. pernix, ki ima s 
caminizinom arheje A. camini 94 % identično aminokislinsko sestavo. Možno je, da razlika 
med obema homologoma vpliva tako na katalitične kot druge biokemijske lastnosti – 
določene razlike med pogoji, v katerih živita arheji so opisali že Nakagawa (2004), za kar 
pa bi bili potrebne dodatne bolj podrobne biokemijske preiskave. Po drugi strani pa smo 
caminizin izražali z drugim vektorjem (pAB04) kot pernizin (pVF), kar bi lahko vplivalo na 
donos encima – Carrillo Rincón in sod. (2018) so na primeru izražanja rekombinantne fitaze 
v bakteriji S. rimosus opazili, da je bila izmerjena zunajcelična fitazna aktivnost v primeru 
uporabe integrativnega vektorja pAB04 do 50 % nižja kot pri uporabi replikativnega vektorja 
pVF. V primerjavi s pernizinom, ki se v literaturi na cimogramih pojavlja pri velikosti 23-
25 kDa (Šnajder in sod., 2012, 2019) in se sklada tudi z našimi rezultati (slika 26) smo na 
cimogramih caminizina ponovljivo opazili ukrivljene lise velikosti 35-40 kDa, v vzorcih z 
nizko koncentracijo caminizina pa je proteolitična razgradnja vidna le na vrhu cimograma. 
Razlike med rezultati cimografij bi lahko bile posledica bodisi nizke koncentracije 
caminizina, bodisi razlik v biokemijskih lastnostih obeh encimov, kar pa bi bilo potrebno 
preveriti z dodatnimi eksperimenti. Poleg tega smo zaznali precejšnje razlike v izražanju 
caminizina med neodvisnimi kloni, kar so na primeru izražanja rekombinantne fitaze v 
bakteriji S. rimosus opisali tudi Carrillo Rincón in sod. (2018). Vsekakor je potrebno omeniti 
tudi, da izolacija same proteaze relativno zahtevna – kljub temu, da je caminizin 
termostabilna proteaza in lahko s segrevanjem inaktiviramo preostale proteaze, z inkubacijo 
na visokih temperaturah rekombinantni caminizin izpostavimo temperaturnemu optimumu 
delovanja, kar posledično pospeši avtokatalitično razgradnjo. Hkrati, ker je encim proteaza, 
ne moremo uporabiti mešanice različnih proteaznih inhibitorjev, saj bi nam le-ti inhibirali 
njegovo aktivnost in onemogočili nadaljnje poskuse. Žal v obsegu magistrskega dela nismo 
uspeli ovrednotiti vpliva shranjevanja na stabilnost encima, saj lahko tekom shranjevanja pri 
nizkih temperaturah pride do obarjanja encima. Poleg same optimizacije seva tako eden 
izmed največjih izzivov ostajata optimizacija postopka izolacije in shranjevanja encima.  
Na podlagi testiranj, narejenih v okviru magistrske naloge, lahko zaključimo, da smo uspeli 
uspešno izraziti aktiven rekombinantni protein – caminizin arheje A. camini v gostitelju S. 
rimosus, kar smo posredno dokazali preko preverjanja termostabilne proteolitične aktivnosti 
z azokazeinskimi testi in cimogrami ter nedvoumno z vizualizacijo na membrani s prenosom 
po Westrnu. V kolikor nam je znano gre za prvi opis uspešnega heterolognega izražanja 
proteaze caminizin arheje A. camini. Izmed testiranih klonov je bila najvišja aktivnost in 
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koncentracija izmerjena pri klonih z oznako W4PER14 (caminizin, preglednica 19), ki je 
vseboval zapis za zrel rekombinanten caminizin brez pro in pre regije. Pri izvedbi 
eksperimentov smo naleteli tudi na določene izzive, ki jih je za industrijsko uporabnost 
sistema potrebno razrešiti. Glavna težava je nizka koncentracija očiščenega tarčnega 
proteina, ki sovpada s pojavljanjem številnih drugih nativnih proteinov. Da bi to rešili bi bilo 
potrebo optimizirati način čiščenja in pogoje afinitetne kromatografije, ter do določene mero 
gostiteljski organizem – na primer z inaktivacijo genov, ki kodirajo znane nativne proteine, 
ki se konstantno pojavljajo v pridobljenih vzorcih izolacije. Prav tako bi bilo za industrijsko 
uporabnost sistema potrebno razmisliti o alternativnem načinu gojenja, saj je uporaba 
produkcijskega gojišča GOTC zahtevana in dolgotrajna. Žal tekom priprave magistrske 
naloge nismo uspeli pridobiti podrobnejših biokemijskih podatkov o samem caminizinu, kar 
pa presega predviden okvir izvedbe magistrskega dela. Kljub temu pa z nekaj dodatnimi 
raziskavami in dognanji, gostiteljski sitem S. rimosus vidimo kot primerno platformo za 
izražanje heterolognih proteinov. 
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V okviru magistrske naloge smo glede na postavljene hipoteze uspeli: 
 Uspešno konstruirati primerne vektorje za izražanje ciljnih proteinov – 
preprocaminizin (pAB04 ermE* srT PreProPer AC CO HT), procaminizin (pAB04 
ermE* srT ProPer AC CO HT) in zrel caminizin (pAB04 ermE* srT Per AC CO HT) 
arheje A. camini. 
 
 Pridobljene plazmidne konstrukte, ki kodirajo izbrane heterologne proteine – 
preprocaminizin, procaminizn in caminizin arheje A. camini smo integrirali v 
kromosom bakteriji S. rimosus. 
 
 Heterologno sintetizirane proteine smo potrdili s pomočjo prenosa po Westrnu in 
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Bakterija Streptomyces rimosus je industrijsko pomembna bakterija zaradi proizvodnje 
antibiotika oksitetraciklina (OTC) in GRAS statusa. Učinkovito izloča proteine v gojišče, 
kar je velika prednost za industrijsko produkcijo proteinov heterolognega izvora. Zato smo 
želeli preveriti uporabnost bakterije S. rimosus za produkcijo heterolognih proteinov, kjer 
smo kot modelni protein uporabili potencialno industrijsko uporabno termostabilno proteazo 
caminizin arheje A. camini, ki je hkrati prvi opis uspešnega izražanje rekombinatnega 
caminizina arheje A. camini. 
 
Uspešno smo sestavili plazmidne pAB04 ermE* srT Per AC CO HT (caminizin, preglednica 
19), pAB04 ermE* srT ProPer AC CO HT (procaminizin, preglednica 19) in pAB04 ermE* 
srT PreProPer AC CO HT (preprocaminizin, preglednica 19) in jih transformirali v 
gostiteljski sev S. rimosus ΔOTC. S pomočjo preliminarnih testiranj z azokazeinskim testom 
in cPCR smo pridobili potencialno zanimive klone, ki izražanjo caminizin, procaminizin  in 
preprocaminizin; in jih uporabili za nadaljnje poskuse. Uspešno smo izolirali vse tri oblike 
caminizina, ki smo jih nato detektirali z NaDS-PAGE, cimogramih in potrdili s prenosom 
po Westernu. Glavna težava pri vrednotenju biokemijskih lastnosti rekombinantnega 
caminizina je bila nizka koncentracija izoliranega tarčnega proteina, ki je sovpadala s 
pojavljanjem številnih drugih nativnih proteinov, zato so bile lise, ki prikazujejo caminizin 
na NaDS-PAGE gelih, težko določljive. Kljub temu smo z nadaljnjimi testiranji uspeli 
uspešno identificirati vse tri oblike caminizina. Najmočnejšo razgradnja substrata (kazeina) 
na cimogramih in močne lise detektirane s prenosom po Westernu velikosti 35-40 kDa smo 
opazili pri testiranju vzorcev elucij z afinitetno kromatografijo pri klonu W4PER14 
(caminizin, preglednica 19). Sledilo je vrednotenje aktivnosti rekombinantnega prernizina, 
kjer smo najvišjo specifično proteolitično aktivnost opazili pri vzorcih elucij zrelega 
caminizina arheje A. camini izraženim z že omejenim klonom z oznako W4PER14 
(caminizin preglednica 19). 
 
Z dodatnim optimizacijo gojišč in postopkov kultivacije, izolacije in nekaterih lastnosti 
gostiteljskega organizma kot npr. inaktivacijo nekaterih nativnih gostiteljski sistem S. 
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PRILOGA A: Prikaz sintetizirane kodonsko optimizirane sekvence (ATGBiosynthetics, 
Nemčija). Sekvenca se začne s sekvenco srt (rdeče), sledijo ji presekvenca (modro), 
prosekvenca (vijolično) in zapis za zrelo obliko caminizina (črno), in na koncu še zapis za 
histidinski repek (poudarjeno). Poleg tega so prisotna restrikcijska mesta za endonukleaze 
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PRILOGA B: Sliki NaDS-PAGE vzorcev, očiščenih z afinitetno kromatografijo, 
pridobljenih s klonoma transformant S. rimosus ΔOTC z oznako W3PRO (procaminizin, 
preglednica 19) in W2PRE (preprocaminizin, preglednica 19). Klona sta bila gojena v 
končnem volumnu 50 ml GOTCp 3 dni pri 28oC in 220 obratov/minuto. Slika A prikazuje 
rekombinantni caminizin pridobljen s klonom S. rimosus W3PRO (procaminizin, 
preglednica 19). Razvidna je lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 
(Thermo Scientific, ZDA) (4), ki je prikazana v kDa in frakcije, ki si sledijo v zaporedju: 
supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona W3PRO (procaminizin, 
preglednica 19) (1), spiranje s pufrom A (2), elucijske frakcije 1-4 s pufrom B (3, 5, 6 in 7) 
in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Slika B pa prikazuje rekominantni caminizin 
pridobljen s klonom S. rimosus ΔOTC W2PRE (preprocaminizin, preglednica 19). Razvidna 
je lestvica- lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
(2), ki je prikazana v kDa in frakcije, ki si sledijo v zaporedju: supernatant gojišča v katerem 
je potekala kultivacija klona W2PRE (preprocaminizin, pregledniaca 19) (1), spiranje s 
pufrom A (3), elucijske frakcije 1-4 s pufrom B (4-7) in končno spiranje z 2 M imidazolom 
(8). 
A 1 2 3 4 5 6 7  8 
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PRILOGA C: Sliki NaDS-PAGE vzorcev, očiščenih z afinitetno kromatografijo, 
pridobljenih s klonoma transformant S. rimosus ΔOTC W4PER3 in W4PER14 (caminizin, 
preglednica 19). Klona sta bila gojena v končnem volumnu 200 ml GOTCp 3 dni pri 28oC 
in 220 obratov/minuto. Pred nanosm na NaDS-PAGE gel smo vzorce inantivirali po 
postopku opisanem v poglavju 3.3.11. Slika A prikazuje rekombinantni caminizin pridobljen 
s klonom W4PER3 (caminizin, pregednica 19). Razvidna je lestvica- lestvica- PageRulerTM 
Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) (4), ki je prikazana v kDa in 
frakcije, ki si sledijo v zaporedju: supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija klona 
W4PER3 (caminizin, preglednica 19) (1), spiranje s pufrom A (2), elucijske frakcije 1-4 s 
puferom B (3, 5, 6 in 7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8).  Slika B prikazuje 
rekombinantni caminizin pridobljen s klonom W4PER14 (caminizin, preglednica 19). 
Razvidna je lestvica- lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 
Scientific, ZDA) (4), ki je prikazana v kDa in frakcije, ki si sledijo v zaporedju: supernatant 
gojišča v katerem je potekala kultivacija klona W4PER14 (caminizin, preglednica 19)(1), 
spiranje s pufrom A (2), elucijske frakcije 1-4 s puferom B (3, 5, 6 in 7) in končno spiranje 
z 2 M imidazolom (8). 
A 1 2 3 4 5 6 7  8 
 
B 1 2 3 4 5 6 7  8 
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PRILOGA D: Slike cimogramov vzorcev, očiščenih z afinitetno kromatografijo, 
pridobljenih s klonoma transformant S. rimosus ΔOTC W3PRO (procaminizin, preglednica 
19) in W2PRe (preprocaminizin, preglednica 19). Klona sta bila gojena v končnem volumnu 
50 ml GOTCp 3 dni pri 28oC in 220 obratov/minuto. Slika A prikazuje rekombinantni 
caminizin pridobljen s klonom W3PRO (procaminizin, preglednica 19). Razvidna je 
lestvica- lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, ZDA) 
(2), ki je prikazana v kDa in frakcije, ki si sledijo v zaporedju: supernatant gojišča v katerem 
je potekala kultivacija klona W3PRO (propernizin, preglednica 19) (1), spiranje s pufrom A 
(3), elucijske frakcije 1-4 s puferom B (4-7) in končno spiranje z 2 M imidazolom (8). Slika 
B prikazuje rekombinantni caminizin pridobljen s s klonom W2PRE (preprocaminizin, 
preglednica 19). Razvidna je lestvica- PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder 
(Thermo Scientific, ZDA) (2), ki je prikazana v kDa in frakcije, ki si sledijo v zaporedju: 
supernatant gojišča v katerem je potekala kultivacija W2PRE (preprocaminizin, preglednica 
19) (1), spiranje s pufrom A (3), elucijske frakcije 1-4 s puferom B (4-7) in končno spiranje 
z 2 M imidazolom (8). 
A 1 2 3 4 5 6 7  8 
 
B 1 2 3 4 5 6 7  8 
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PRILOGA F: Aktivnost caminizina oz pernizina (POZ.) za posamezne frakcije očiščene z 
afinitetno kromatografijo izmerjena v azokazeinskih enotah (U/ml). 
 gojišče spiranje E1 E2 E3 E4 
NEG. 50 ml 240,6 51,2 103 419,8 482,4 694,4 
POZ. 50 ml 2555,6 159,6 1732,4 7353,2 3574,2 1182,8 
PRE 50 ml 306,6 50,4 116,6 479,8 539,2 499,2 
PRO 50 ml 404 44,2 136,2 397,6 476,8 1076 
W4PER3 50 ml 1142,4 29,2 172,4 675 507,2 502,8 
W4PER14 50 ml 1698,4 88,2 216,6 3601,4 2745,6 908,2 
W4PER3 200 ml 983 2,8 1844,8 3538,4 3228 1174,6 
W4PER14 200 ml 1254,8 50 1930,8 20271,33 9297,25 5789 
POZ. 200 ml 1773,8 6,2 6080 17840,38 3554,8 1425,8 
 
 
PRILOGA G: Koncentracije celokupnih proteinov (mg/l) v vzorcih, določene z BCA 
testom. 
 E1 E2 E3 E4 
POZ. 50 ml 0,05 0,13 0,07 0,03 
W4PER14 200 ml 0,15 0,12 0,10 0,07 
W4PER3 200 ml 0,10 0,19 0,11 0,05 
POZ. 200 ml 0,19 0,18 0,04 0,00 
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PRILOGA H: Specifična aktivnost (U/mg) posameznih vzorcev, izračunana iz izmerjene 
proteolitične aktivnosti (priloga F) in izmerjene koncentracije proteinov (priloga G). 
 E1 E2 E3 E4 
POZ. 50 ml 35077,69 56192,43 47745,74 41381,91 
W4PER14 200 ml 12730,90 175514,25 93940,58 77735,84 
W4PER3 200 ml 17867,81 18234,46 30573,86 24859,95 
POZ. 200 ml 31585,29 97299,10 89619,30 0,00 
 
 
 
 
